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RESUMO 
 
O desenvolvimento de substitutos de tecidos para o tratamento de lesões é um desafio para 
a medicina regenerativa e para a engenharia de tecidos. Tem crescido a demanda por 
alternativas terapêuticas, bem como a análise da eficácia e segurança quanto ao estímulo à 
cicatrização. Utilizando a técnica de electrospinning, esta tese se concentra no 
desenvolvimento de um scaffold fibroso, com diâmetros uniformes e porosidade 
adequados ao crescimento celular tridimensional, visando à futura aplicação como 
substituto dérmico que auxilie na cicatrização e remodelação de tecidos danificados ou 
perdidos, e, que seja ainda, assimilado pelo organismo ao longo do processo de reparo 
tecidual. As matrizes fibrosas foram produzidas a partir de soluções do polímero 
poli(ácido láctico-co-glicólico) PLGA 50:50, biorreabsorvível e aprovado pela agência 
reguladora FDA, dissolvido em 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP). Aos scaffolds 
foi incorporado o óleo-resina de copaíba da espécie Copaifera langsdorffii, um 
fitoterápico de origem amazônica com comprovadas propriedades terapêuticas, 
antiinflamatória, de analgesia e antimicrobiana. Foi realizada uma análise comparativa 
entre os scaffolds de PLGA sem óleo e com o óleo-resina de copaíba e investigadas as 
interações  scaffolds/células, em ensaios in vitro, e scaffolds/tecidos em ensaios in vivo 
com modelo animal. Os experimentos in vitro evidenciaram a citocompatibilidade dos 
scaffolds sem o óleo e citotoxicidade dos scaffolds com o óleo-resina de copaíba. Nos 
scaffolds sem o óleo-resina foi comprovada a presença de colágeno Tipo I e Tipo III 
produzidos pelos fibroblastos cultivados, o que torna esse material um potencial substituto 
dérmico celular. As análises histopatológicas dos testes in vivo indicaram que o tecido dos 
ratos reagiu positivamente aos dois scaffolds, além de biocompatíveis, o material se 
biointegrou aos tecidos subcutâneo e intramuscular dos animais, e um novo tecido se 
formou no interior dos implantes. Nos scaffolds com óleo-resina de copaíba foi observada 
intensa angiogênese. Nos ensaios in vivo não foram observadas respostas inflamatórias 
crônicas, necrose, calcificação, tumorogênese ou qualquer tipo de infecção.  Portanto, 
conclui-se que: 1) os testes in vitro isoladamente não serviram para investigar a ação do 
óleo-resina de copaíba; 2) a estrutura tridimensional e porosa dos scaffolds são 
propriedades essenciais à biocompatibilidade e à biointegração in vivo dos scaffolds; 3) o 
óleo-resina de copaíba promove a angiogênese; 4) as matrizes fibrosas desenvolvidas têm 
potencial para futura aplicação como substituto celular de tecidos.   
 
PALAVRAS-CHAVES: Eletrofiação, matrizes fibrosas, poli(ácido láctico-co-glicólico) 
PLGA, Copaifera langsdorffii, scaffolds, substituto de tecidos, engenharia de tecidos.  
 
  
		
 
 
ABSTRACT 
 
The development of tissue substitutes for the treatment of injuries is a challenge in 
regenerative medicine and tissue engineering fields. There has been a growing demand for 
therapeutic alternatives, as well as the analysis of efficacy and stimulating healing process. 
Using the electrospinning technique, this thesis focuses on the development of a fibrous 
matrices, with uniform diameters and porosity adequate for three-dimensional cell growth, 
aiming to be applied as a dermal cells support, replacing or regenerating  damaged or lost 
tissues. The scaffolds were produced using solutions of poly (lactic-co-glycolic acid) 
PLGA 50:50 dissolved in 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2 propanol (HFIP), a bioresorbable 
polymer, approved by the FDA regulatory agency. The scaffolds were incorporated with 
copaíba oil-resin (Copaifera langsdorffii), a phytotherapy from Amazon with proven 
therapeutic properties, anti-inflammatory, analgesic and antimicrobial. A comparative 
analysis between the scaffolds with oil and without oil-resin was performed. The 
interfaces scaffoldsl/cells were studied in vitro, and material/tissues was investigated in 
vivo. The in vitro assays showed cytocompatibility of the scaffolds without oil and 
cytotoxicity of the scaffolds with copaíba oil-resin. In the scaffolds without oil was proven 
the presence of collagen type I and type III deposited by the fibroblasts. Histopathological 
analyzes of the in vivo tests indicated that the rat tissues reacted positively to both 
scaffolds, in addition to being biocompatible, the material biointegrated to the 
subcutaneous and intramuscular animal tissues, and a new tissue was formed inside the 
implants. In the scaffolds with copaiba oil-resin intense angiogenesis was observed. No 
chronic inflammatory responses, necrosis, calcification, tumorogenesis or any type of 
infection were observed. Therefore, we conclude that: 1) the in vitro assays alone was not 
efficient to investigate the copaiba oil-resin action; 2) the three-dimensional pore structure 
of the scaffolds was essential to their biocompatibility and biointegration; 3) copaiba oil-
resin promotes angiogenesis; 4) the fibrous matrices developed have potential for future 
application as a tissue substitute. 
 
 
KEYWORDS: Electrospinning, fiber matrices, poly(lactic acid-co-glycolic acid) PLGA, 
Copaifera langsdorffii, scaffolds, tissue substitute, tissue engineering. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
A idéia da possibilidade de reparar tecidos e órgãos é tão antiga quanto a história 
da medicina. Desde 1500 a.c., as mutilações de nariz eram frequentes na Europa e na Ásia, 
serviam como forma de punição e humilhação dos maus pagadores, daqueles que 
roubavam ou dos que eram infiéis. Na India, até os lábios eram mutilados. Por um lado, se 
essa tradição trouxe muita dor e sofrimento, por outro, trouxe conhecimento e a 
curiosidade dos doutores cirurgiões da época.  
A necessidade é a mãe da invenção. Com a segunda Guerra mundial o advento da 
utilização de materiais sintéticos para substituir tecidos perdidos ou danificados cresceu 
exponencialmente (HOLLINGHAM, 2011; ATALA & LANZA, 2012). No século XV, a 
sífilis tomou conta de regiões da Itália, uma doença debilitante e desfigurante, causada por 
uma bactéria espiralada. Sem tratamento, se expande rapidamente por todo corpo e com os 
tumores se espalhando, passam a corroer os ossos do nariz, que acaba caindo. Gaspare 
Tagliacozzi, cirurgião da Faculdade de Madicina da Universidade de Bolonha, em 1956, 
desenvolveu uma técnica pioneira para reparação do tecido de nariz, ele fazia uma excisão 
da pele vascularizada dos braços e amarrava o pedículo sobre a face do paciente, o braço 
permanecia conectado a região do nariz, até que novos vasos e tecidos se formacem na 
região do enxerto  (Figura 1), em muitos casos funcionava (ANG, 2005). 
 
Figura 1: O procedimento de colete com tiras, de Tagliacozzi, no séc. XVI. O pedículo 
une a parte de cima do braço ao nariz do paciente. Fonte: ANG., 2005. 
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Atualmente, a reparação de tecidos danificados ou perdidos é uma preocupação 
mundial, crescem os índices de obesidade, diabetes e a população idosa está aumentando. 
Em 1950, eram 200 milhões de idosos no planeta e estima-se que em 2050 serão 2 bilhões, 
chegando a 30 % da população em 65 países, incluindo o Brasil e a 50 % em outros países 
do ocidente (IESS, 2013; Organização das Nações Unidas ONU, 2015). O Brasil hoje tem 
20,6 milhões de idosos, número que representa 10,8% da população total. A expectativa é 
que, em 2060, o país tenha 58,4 milhões de pessoas idosas (Instituto Brasileiro de 
Geografia e Estatística-IBGE).  Degenerações crônicas como úlceras por pressão, úlceras 
venosas e diabéticas são as mais comuns entre os idosos devido ao declínio da capacidade 
de reparação e regeneração na velhice.  
As queimaduras constituem também um importante problema de saúde pública. No 
Brasil ocorrem em torno de 1.000.000 de acidentes com queimaduras por ano, destes, 
100.000 pacientes procuram atendimento hospitalar e cerca de 2.500 falecem (CURADO, 
2006; CRUZ et al., 2012), é a segunda causa de morte na infância não só nos Estados 
Unidos como também no Brasil (MOCK et al., 2008; CRUZ et al., 2012).  
As lesões crônicas são seguidas de distúrbios graves, frequentemente fatais, com 
dificuldade para a remodelação da matriz extracelular e que normalmente requerem 
transplantes e intervenção urgente visando à restituição da integridade dos tecidos.  
Um transplante consiste na remoção do órgão ou tecido deteriorado e implantação 
de um novo tecido que pode ser de outra parte do mesmo corpo (autógeno), de parte do 
tecido de outro paciente ou cadáver (alogênico) ou de outra espécie que não a humana 
(xenogênicos). Além dos tradicionais órgãos, hoje transplantados: córnea, rim, medula 
óssea, fígado, esclera, coração, pâncreas e pulmão. As válvulas cardíacas, ossos, veias, 
tendões, pele e intestino, também podem ser transplantados. O Brasil, em termos de 
dispêndios públicos, tem o maior programa do mundo, pois financia 92% dos 
procedimentos feitos no país e é o Segundo país em número de transplantes, sendo 
superado somente pelos Estados Unidos (MARINHO, 2006; BENTLEY & HANSON, 
2011; FORGET, 2013). 
No entanto, os transplantes de enxertos alogênicos constituem um processo 
complexo, cuja demanda ultrapassa a disponibilidade. Esses enxertos podem ser obtidos a 
partir de indivíduos recém-falecidos que deram seu consentimento para o transplante, mas 
por questões éticas, religiosas ou por falta de informação, muitas pessoas não dão 
autorização para doação de tecidos e/ou órgãos. Além disso, para o tecido ser funcional, a 
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causa da morte deve ser conhecida, a coleta deve ocorrer logo após a morte, o sistema 
imunitário do doador tem que ser compatível com o do receptor e o potencial enxerto não 
pode ter sofrido danos. No Brasil, o transplante de órgãos por doação ao Estado somente 
pode ser feito após a morte cerebral do doador, que pode ser natural ou acidental, sendo 
que a morte cerebral deve ser devidamente diagnosticada por uma equipe médica e o 
transplante autorizado pelo Sistema Nacional de Transplantes (SNT) e pelo Sistema Único 
de Saúde (SUS). Segundo estatística americana, dos pacientes que aguardam transplantes 
que salvariam suas vidas, cerca de 10% morrem antes que possam receber órgãos de 
doadores (MCHALE et al., 2013). Estima-se haver anualmente 8 milhões de 
procedimentos cirúrgicos nos EUA decorrentes de doenças em tecidos e falência de 
órgãos (HARRISON, 1999; ANGELOS et al., 2003). 
Mesmo com os avanços da indústria farmacêutica e médica nos últimos 30 anos, 
concomitantemente ao conhecimento sobre o comportamento celular e sobre a 
patobiologia de lesões crônicas para desenvolver alternativas como substitutos de tecidos, 
ainda existem desafios relacionados ao tema (METCALFE et al., 2007). 
Essa pesquisa se propôs a desenvolver um substituto dérmico (scaffold) como 
alternativa aos transplantes de pele. Para tanto, adotou-se a tecnologia de eletrofiação, 
também conhecida como electrospinning (Figura 2) (FORMHALS, 1934), uma técnica 
que tem recebido bastante atenção no ramo da engenharia de tecidos e da medicina 
regenerativa, por apresentar: 1) facilidade em produzir fibras ultrafinas, nas escalas nano e 
micro, com alta razão de aspecto superfície/volume sem a necessidade de uma 
instrumentação cara e complexa (RENEKER et al., 1996); 2) versatilidade, pois se aplica 
a uma gama de polímeros, naturais e/ou sintéticos, que podem ser incorporados com 
análogos da matriz extracelular atuando como compósitos (SIMPSON & BOWLIN, 2006; 
HEYDARKHAN-HAGVALL et al., 2008; BHARDWAJ & KUNDU, 2010); 3) 
flexibilidade, com possibilidade de controle do diâmetro, disposição aleatória ou alinhada 
dos filamentos, porosidade e a topografia das fibras, variando-se as condições do processo 
(equipamento) e da solução polimérica (DEITZEL et al., 2001; RAMAKRISHNA et al., 
2005; 2006, TIAN et al., 2007; BALGUID et al., 2009; SOLIMAN et al., 2011; ZHONG 
et al., 2011).  
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Figura 2: Diagrama esquemático do aparato de eletrofiação. Fonte: You et al., 2006. 
 
A alta razão de aspecto superfície/volume, combinada à estrutura porosa das fibras 
fornece espaço suficiente à acomodação, proliferação, migração e diferenciação celular, 
além de aumentar a eficiência no transporte de nutrientes e excreção de metabólitos entre 
a matriz da fibra e o ambiente externo (ZELTINGER et al., 2001). Essas características 
morfológicas se aproximam da matriz extracelular dos tecidos naturais, que possuem larga 
faixa de distribuição de poros, alta porosidade, propriedades mecânicas efetivas e 
propriedades bioquímicas específicas (HAYASHI, 1994). Os substitutos dérmicos 
(scaffolds) surgiram com o objetivo de mimetizar ou de simular essa matriz extracelular 
(BADYLAK et al., 2009).   
Construída uma estrutura fibrosa e porosa que se assemelha a estrutura da matriz 
extracelular e atendidas as requeridas funções mecânicas para adesão e sustentação 
celular, é interessante que esses scaffolds atuem também como matrizes bioativas (tecidos 
bio inspirados) (SHI, 2006) que agregam propriedades biológicas (JI W., 2011; ZHANG 
et al., 2012), seja através da adição de moléculas sinalizadoras, como fatores de 
crescimento (VENDRAMIN et al., 2006) e genes terapêuticos (LUU et al., 2003), ou de 
biomoléculas, como vitaminas, citocinas ou óleos naturais (KIM et al., 2009; KRIEGEL et 
al., 2009; SEILER et al., 2009; MILLÁS, 2012; MILLÁS et al., 2014). Esses métodos 
vêm sendo largamente utilizados em sistema diagnósticos e terapêuticos para 
funcionalizar e melhorar a capacidade de regeneração dos implantes (WATANABE & 
ISHIHARA, 2003; LANGER, TIRRELL, 2004; WANG et al., 2010; YANG et al.,2011). 
Considerando que o Brasil é reconhecido internacionalmente por possuir a maior 
reserva florestal diversificada do planeta e ciente do potencial da sua flora para o uso na 
medicina, o óleo de copaíba foi selecionado para desempenhar função terapêutica quando 
seringa agulha  
solução 
polimérica 
Bomba de 
infusão 
Fonte de alta 
tenão 
Coletor de 
fibras giratório   
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incorporado aos scaffolds de PLGA. Esse óleo-resina é extraído do tronco das árvores do 
gênero Copaifera ssp e usado desde o séc. XVI pelas populações tradicionais da América 
Latina para o tratamento de enfermidades (COSTA-LOTUFO et al., 2002; MACIEL et 
al., 2002; VEIGA JR. & PINTO, 2002; SILVA et al., 2009). Estudos mostram 
comprovadas ações terapêuticas, como agente antiinflamatório (PAIVA et al., 2004), 
analgésico, antitumoral (VEIGA JR., 2007), cicatrizante, gastro-protetor (GE et al., 2009), 
antiedematogênico, e bactericida  (HUANG et al., 2010).  
Finalmente, a meta dessa pesquisa foi orquestrar as propriedades mecânicas e de 
biocompatibilidade na elaboração de um substituto dérmico, para futuramente atuar como 
carreador de funções biológicas auxiliando na cicatrização e na reparação de tecidos 
lesados ou perdidos.  
Essa pesquisa teve início em Fevereiro de 2010 e desde então trabalha com a 
técnica de eletrofiação para o desenvolvimento de biomateriais poliméricos com 
propriedades biodegradáveis e biorreabsorvíveis que serão futuramente aplicados como 
substitutos de tecidos.  
 
1.1. Justificativa 
 
Essa pesquisa teve início em Fevereiro de 2010 e desde então trabalha com a 
técnica de eletrofiação para o desenvolvimento de biomateriais poliméricos com 
propriedades biodegradáveis e biorreabsorvíveis visando a futura aplicação nos campos da 
medicina regenerativa.  
Através do diálogo entre as diferentes frentes das ciências, a Engenharia de 
Tecidos caminha em busca de solucionar os desafios da medicina regenerativa. O 
desenvolvimento de tratamentos para tecidos danificados ou perdidos tem crescido como 
resultado de diversos fatores, ligados ao próprio envelhecimento da população mundial 
que traz consigo novas necessidades terapêuticas, a busca por qualidade de vida, 
preocupação com a estética e a incidência de úlceras e amputações causadas por doenças 
como a diabetes e queimaduras graves decorrentes de acidentes domésticos.  
Os biomateriais poliméricos são a alternativa mais testada atualmente. Nos últimos 
10 anos o progresso tecnológico trouxe o desenvolvimento de órgãos artificiais 
(PROKOP, 2001), dispositivos para liberação controlada de drogas, próteses, biossensores 
(WILSON et al., 1992; KSCHWANEZ et al., 2003), catéteres (CALLAHAN & 
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NATALE, 2008), válvulas cardíacas (BLACK & DRURY, 1994), e scaffolds para a 
reparação de tecidos, como pele, cartilagem e ossos (SALGADO et al., 2004; 
MATSUMOTO et al., 2007), entretanto, faltam estudos mais aprofundados e 
multidisciplinares sobre a ação desses materiais para cada caso clínico específico, já que 
são inúmeros materiais e polímeros disponíveis no mercado.  
Muitas vezes a literatura não informa como e quais testes biológicos foram 
realizados e faltam dados para a validação de novos dispositivos na área da saúde. É 
imprescindível a realização de ensaios in vitro consistentes que servirão para a posterior 
fase de ensaios em modelo animal (in vivo), os quais são mais custosos e mais trabalhosos 
do ponto de vista dos padrões éticos. 
Além do aspecto inovador da pesquisa dado pela incorporação do óleo-resina de 
copaíba com comprovadas propriedades terapêuticas nas fibras poliméricas, está o desafio 
de explorar a técnica do electrospinning, diferente das técnicas convencionais usadas para 
moldagem de polímeros.  
Em síntese, o fato do projeto estar envolto num ambiente acadêmico, não retira o 
objetivo de expandir as funcionalidades a ambientes de produção hospitalar e industrial, 
tanto através do setor público, quanto privado.  
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2. OBJETIVO  
2.1. Objetivo Geral 
Utilizando a técnica de electrospinning, esta tese se concentra no desenvolvimento 
de um biomaterial fibroso, com diâmetros e porosidade adequados ao crescimento celular 
tridimensional, visando a futura aplicação como substituto dérmico (scaffolds) que auxilie 
na cicatrização e remodelação de tecidos danificados ou perdidos, e que, sejam  ainda, 
assimilados pelo organismo ao longo do processo de reparo tecidual. 
2.1. Objetivos Específicos 
 O trabalho foi dividido em três etapas, destacam-se: 
ETAPA I – Produção de fibras:  
• Selecionar um polímero biodegradável, biorreabsorvível, esterilizável e aprovado 
pelas agências reguladoras, ANVISA e FDA (Food and Drug Adminstration); 
• Determinar os melhores parâmetros da solução e do processo de eletrofiação para 
a produção das fibras de interesse; 
• Incorporar o óleo de copaíba, do gênero Copaifera   ssp. nas fibras;   
ETAPA II - Ensaios in vitro: objetivos: 
• Avaliar e selecionar as estruturas quanto ao diâmetro, porosidade e espessura, 
mais adequadas ao crescimento celular tridimensional;  
• Avaliar se há adesão, proliferação e diferenciação celular na interface 
biomaterial/células. 
• Investigar a atividade celular avaliando se há deposição de colágeno nos scaffolds;  
ETAPA III - Ensaios in vivo: implantes dos scaffolds sem óleo e com óleo-resina de 
copaíba em modelo animal: 
• Observar e interpretar o processo de reparo tecidual em três momentos: 7, 28 90 
dias pós-implantes; 
• Comparar os resultados obtidos entre os scaffolds incorporados com óleo-resina de 
copaíba e os scaffolds sem óleo-resina; 
• Avaliar a taxa de degradação dos implantes após 90 dias; 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA:  
 
O tema deste trabalho está inserido na disciplina de Engenharia de Tecidos e envolve o 
conhecimento de princípios da engenharia e das ciências da vida. Assim sendo, para sua 
melhor compreensão, fez-se necessária a realização de uma revisão da literatura acerca da 
Engenharia de Tecidos, dos substitutos de pele (scaffolds) e dos biomateriais poliméricos. As 
respostas do organismo ao material implantado envolvem também o conhecimento do 
processo de cicatrização e reparo tecidual. Além disso, são revisados os temas relacionados 
aos efeitos terapêuticos do óleo-resina de copaíba incorporado aos scaffolds e a técnica de 
eletrofiação utilizada para produção das matrizes fibrosas. 
3.1. Engenharia de Tecidos 
A Engenharia de Tecidos é uma ciência em construção desde 1970, que só passou a 
ser considerada uma disciplina a partir de 2000, quando criou um corpo multidisciplinar e 
uma linguagem própria interdisciplinar (LANGER & VACANTI, 1993; TABATA, 2001; 
WATANABE & ISHIRARA, 2003; JIAO & CUI, 2007; KIM et al., 2008). A palavra “Tissue 
Engineering” foi cunhada pela primeira vez em 1984 por Water & Meyer, que desenvolveram 
lentes oculares: “Ephitelial layer formed on implantable lenses”. Em 1987, Fong ministrou 
uma palestra sobre “Tissue Scale Engineering”. Ainda em 1987 Ruoslaht & Rierscacher 
publicaram um trabalho sobre a aderência celular em fibronectina e membrana de arginina.  
Em 1990, Caplan descobriu as células mesenquimais e começou a trabalhar com 
células tronco (MSC). Em 1991, Vacanti, Langer & Cima publicaram o trabalho “Cartilage 
engineered from characters on fibrous scaffolds”. Em 1992, Reymond and Weiss descobriram 
as células tronco neurais. Em 1993, Langer & Vacanti começaram a utilizar o termo 
cientificamente e em 1996 foi criado o jornal Tissue Engineering Journal e a Tissue 
Engineering Society. De 2010 para cá o crescimento na área foi o maior em toda a sua 
trajetória como disciplina relativamente nova (LANGER & VACANTI, 1993).   
 Termos como: “cell engineering”, “development biology”, “creating new tissues”, 
“immunology”, “biochemistry” e “cell signelling” vêm a mente quando se trata de estudos 
relacionados a disciplina da Engenharia de Tecidos (Tissue Engineering), ao mesmo tempo 
em que está dentro das ciências da vida, da biologia, da farmacologia e da medicina, abrange 
os campos da engenharia química, da mecânica e de materiais, que tratam de desenvolver 
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matrizes com performances mecânicas de suporte, resistência e dureza. Além disso, é uma 
área que estuda os “sinais” e mecanismos que podem ser incorporados em sistemas 
diagnósticos e terapêuticos para funcionalizar e melhorar a capacidade de regeneração dos 
implantes (Figura 3) (WATANABE et al., 2003; LANGER & TIRREL, 2004; WANG et al. 
2010; YANG et al., 2011), seja através da adição de moléculas sinalizadoras, como fatores de 
crescimento (VENGRAMIN et al., 2006) e genes terapêuticos (LUU et al., 2003), ou de 
biomoléculas, como vitaminas, citocinas e óleos naturais (MILLÁS, 2012; MILLÁS et al., 
2014).  
 
Figura 3: Os paradigmas da Engenharia de Tecidos, uma disciplina multi e interdisciplinar. 
Fonte: adaptado de Forget, 2013.  
 
 As estratégias adotadas pela Engenharia de Tecidos podem ser classificadas em três 
grandes grupos: 1) implantes de células isoladas ou de substitutos celulares no organismo, 2) 
liberação de substâncias estimuladoras de tecido e da cicatrização, como os fatores de 
crescimento e biomoléculas, por exemplo, e 3) utilização de células cultivadas sobre 
substratos extracelulares naturais ou sintéticos. Essa pesquisa utiliza as estratégias do terceiro 
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grupo que estuda a construção de scaffolds para atuarem como substitutos de tecidos e órgãos 
danificados ou perdidos (LANGER & VACANTI, 1993).   
Por definição os scaffolds fazem parte da classe dos biomateriais, que são dispositivos 
de origem natural ou sintética, que interagem na interface de sistemas biológicos, podendo ser 
usados temporária ou definitivamente, com a finalidade de melhorar ou substituir, parcial ou 
totalmente, tecidos ou órgãos (WILLIAN, 1987). Diversos são os tipos de biomateriais, cada 
um com uma determinada finalidade de aplicação. Os polímeros, pertencem à classe mais 
diversificada dos biomateriais. 
3.2. Substitutos de Tecidos – Scaffolds 
A capacidade que um ser humano adulto tem de se autorregenerar é bastante limitada 
quando comparada a de um embrião (COLWELL et al., 2003, GURTNER et al., 2008). 
Estudos demonstram que quando a matriz extracelular (MEC) é removida a regeneração 
espontânea se torna ainda mais difícil e as chances de formação de cicatrizes aumentam 
(YANNAS, 2005a), o que pode resultar em limitações na mobilidade de articulações e 
deformidades estéticas graves (PAPINI, 2004), por isso a necessidade de uma estrutura de 
suporte que direcione e medie as células e moléculas sinalizadoras no processo de reparação. 
 
Figura 4: Ilustração esquemática de um scaffold fibroso inserido em um microambiente in 
vivo. O scaffold poroso não só atua como suporte mecânico para acomodar as células e o novo 
tecido, como também, como substituto da matriz extracelular perdida que auxilia nas 
interações célula-célula, célula-fluidos e na migração de agentes bioativos importantes. Fonte: 
adaptado de ZHANG et al., 2012.   
 
Fatores bioativos 
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Langer e Vacanti em 1993 consideraram que três componentes eram importantes para 
a criação de um substituto de tecido, i) um substrato polimérico para atuar como suporte 
mecânico e arcabouço (scaffold) celular, promovendo fixação, proliferação e diferenciação; ii) 
células vivas desempenhando funções vitais e produzindo uma nova matriz extracelular, e iii) 
moléculas sinalizadoras auxiliando no processo de reparo dos tecidos (Figura 4). 
Mais tarde, além de saber se as células estavam aderindo ao substrato, outros desafios 
surgiram, como, o que elas faziam e como se comportavam depois que se aderiam (If they 
stick what do they do after stick?), e os componentes propostos por Langer e Vacanti foram 
complementados com outras propriedades importantes (Tabela 1). Se o biomaterial 
estimulava a angiogênese, se havia formação de neotecido e como se dava o transporte e a 
troca de fluidos, gases, nutrientes e moléculas de sinalização nesse ambiente (ISHAUG-
RILEY et al. 1998; MA & ZHANG, 1999; SHIN et al., 2003; VERT, 2008): 
Tabela 1 - Um potencial substituto biológico deve possuir propriedades como as expostas: 
Biocompatibilidade Biofuncionalidade 
Não tóxico Propriedades: mecânica, química, 
física, térmica e biológica, adequadas. 
Não imunogênico Fácil de manejar 
Não carcinogênico Esterilizável 
Não trombogênico By-products degradáveis 
  Estocável 
  Aprovado pelas agências reguladoras 
(ASTM, CEN, IUPAC, ISO). 
                                                                                     Fonte: Adaptada de VERT, 2008. 
O nome substitutos de tecidos é dado a um grupo heterogêneo de elementos biológicos 
e/ou sintéticos que podem ser xeno ou aloenxertos, ou a combinação de cultura de células 
autólogas (FERREIRA et al., 2011).  Esses enxertos possibilitam a substituição temporária da 
matriz extracelular dos tecidos, atuando como um arcabouço celular, onde as células se fixam, 
crescem, proliferaram e se diferenciam, desempenhando funções mecânicas e biofuncionais 
no corpo e ainda, devem ser biodegradáveis (VERT et al., 1992) e biorreabsorvíveis (VERT 
et al., 1992; BARBANTI et al., 2005). Um polímero biorreabsorvível, segundo Vert e 
colaboradores (1992) é quebrado em compostos de baixa massa molar e eliminado totalmente 
por rotas metabólicas do organismo, portanto é reabsorvido in vivo. Ser biodegradável não 
significa que será assimilado ou removido do organismo. 
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Há dois tipos de substitutos, os celulares e os acelulares, os celulares são previamente 
cultivados in vitro com céulas autólogas ou heterólogas e então implantados na lesão do 
organismo e, os substitutos acelulares, são implantados diretamente na lesão do peciente, sem 
o prévio crescimento in vitro.  
A matriz extracelular (MEC) dos tecidos vivos composta por regiões amorfas e 
regiões fibrilares pode ser definida como um scaffold natural que além de desempenhar 
função mecânica de suporte aos tecidos e órgãos, está também envolvida nos fenômenos 
metabólicos e de sinais de formação dos tecidos (REID & ZERN, 1993). Esses dois 
componentes interagem com as células via receptores e proteínas de membrana celulares que 
influenciam na orientação, crescimento, diferenciação celular e secreção de moléculas 
bioativas. As respostas e mudanças celulares estão diretamente relacionadas com a interação 
com a matriz extracelular, com estímulos físicos transmitidos via componentes fibrilares da 
matriz e por moléculas sinalizadoras que foram liberadas e armazenadas pelas reservas da 
matriz (VIDAL, 1993; YANNAS, 2005a; MCHALE et al., 2013). 
Muitos fatores influenciam no comportamento básico das células, o crescimento 
celular em uma matriz tridimensional é diferente do crescimento em uma matriz 
bidimensional, assim como a interface célula/tecido é diferente em materiais nano ou 
micrometricamente arquitetados, o mesmo ocorre para materiais naturais ou sintéticos 
(NERURKAR et al., 2007). A modificação química ou física da superficie dos biomateriais 
também são fatores que influenciam no comportamento das células (DISCHER et al., 2005; 
WAN et al., 2005; FU et al., 2010; PAN et al., 2012). Portanto, saber orquestrar todos esses 
fatores de maneira a produzir a estrutura mais adequada à determinada aplicação, otimizando 
o papel como carreadores de funções biológicas é o desafio das disciplinas que envolvem a 
engenharia de tecidos (LIAO et al., 2006; SUI et al., 2007). A alta porosidade e o tamanho de 
poros adequados são importantes, pois fornecem espaço e área superficial suficiente para que 
o tecido se regenere (MA & CHOI, 2001). 
Tanto os biomateriais naturais, quanto sintéticos, com ou sem componentes celulares 
que estão sendo desenvolvidos e avaliados em situações clínicas e pré-clínicas (BADYLAK 
et al., 2011; SICARI et al., 2013), ainda têm causado problemas decorrentes das reações ao 
corpo estranho, como respostas inflamatórias e infecções. As estratégias para tentar alterar ou 
melhorar a resposta inflamatória aguda e/ou crônica do hospedeiro envolvem o diálogo entre 
os campos de conhecimento envolvidos. 
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3.2.1. Substitutos de Pele Comercializados   
 
A primeira tentativa de se fabricar um substituto cutâneo a partir da cultura de células 
epidérmicas foi descrita em 1974, por Rheinwald e Howard Green da Universidade de 
Medicina de Harvard, que deixaram que um pequeno fragmento de pele saudável crescesse, 
até que uma superfície suficiente de queratinócitos fosse produzida para cobrir uma ferida. 
Apesar da idéia ter sido inovadora, o procedimento apresentava desvantagens, pois, o tempo 
necessário para o desenvolvimento do epitélio era de 3 a 4 semanas, o que atrasava a enxertia, 
além disso, as camadas eram frágeis, com pouca resistência à infecção e grande incidência de 
perda do enxerto. O sucesso do enxerto dependia da presença de elementos dérmicos 
remanescentes ou transportados para o leito dessa ferida, o que motivou novas pesquisas e 
desencadeou no desenvolvimento do primeiro produto comercializado pela empresa 
americana Genzyme, o Epicel. Esse substituto epidérmico é obtido a partir da biopsia da pele 
de pacientes, isolando os queratinócitos autólogos e co-cultivando-os sobre uma camada de 
células mesenquimais de rato, que por semanas são inúmeras vezes expandidas. Como não 
possui camada dérmica, somente algumas camadas de células, é extremamente frágil e 
raramente é utilizado. Este produto foi classificado pelo FDA como um xenoenxerto 
(derivado de outras espécies animais, não humanos), pois utiliza uma camada de células 
mesenquimais de rato como suplemento para o cultivo in vitro (BERTHIAUME et al., 2011).   
Outro produto foi desenvolvido entre 1979-80 por dois grupos dos Estados Unidos, 
Ioannis Yannas e colegas da área de engenharia de materiais da Universidade de 
Massachussetz (MIT), em colaboração com o grupo de John F. Burke do Boston Shriners 
Hospital for Children. Yannas & Burke desenvolveram o Integra, que só teve a aprovação do 
FDA para comercialização em 2002.  O Integra é uma “pele artificial acelular” sintética, que 
age como análogo dérmico constituído por duas camadas, uma matriz interna de colágeno 
bovino Tipo I polimerizado (crosslinked) por processo controlado de freeze-drying, com 
condroitina-6-sulfato, glicosaminoglicano (GAG) (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) e 
carbodiimida EDC, e uma camada externa de silicone que simula a epiderme. Cada camada 
desempenha uma função, a camada interna é biorreabsorvível e simula uma matriz dérmica, 
que permite a invasão de fibroblastos e de capilares (angiogênese) advindos do leito receptor, 
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possibilitando a reparação de uma estrutura dermo equivalente e promovendo o crescimento 
celular e a síntese de uma nova matriz de colágeno. Gradualmente, o colágeno é degradado e 
em um período entre 3 e 6 semanas, uma nova matriz se forma. Após cicatrização, a camada 
externa de silicone com função de barreira mecânica e anti-infecção, controlando a perda de 
fluidos (homeostase),  pode ser retirada (BURKE et al., 1981; YANNAS et al., 1982; 
GROOS et al., 2005; CANDIDO, 2006).  
A principal indicação do Integra® é a cobertura de feridas graves e profundas, como 
queimaduras extensas que não apresentam áreas doadoras suficientes para transplante, úlceras 
crônicas e feridas traumáticas. Dentre as vantagens de seu uso, destacam-se: cobertura 
imediata de grandes áreas pós-escarectomias extensas, disponibilidade, redução da morbidade 
em áreas doadoras pelo uso de enxertos mais finos, redução da formação de cicatrizes 
hipertróficas, já que reduz a resposta inflamatória, e melhores resultados funcionais nas 
articulações e extremidades. Oferece, ainda, melhores resultados pela formação de um tecido 
mais elástico, quando comparado ao uso exclusivo dos enxertos de pele. As maiores 
desvantagens incluem: alto custo, necessidade de treinamento para seu correto emprego e alto 
risco de formação de hematoma ou seroma, causando perda do componente, quando colocada 
imediatamente após o desbridamento. 
Um outro grupo da Massachusetts Institute of Technology (MIT) orientado por Jim 
Bell (1981) desenvolveu o produto Apligraft® (Organogenesis Inc., EUA), também 
comercializado e aprovado pelo FDA, desde 2001. Uma estrutura bilaminar, constituída por 
uma camada dérmica de fibroblastos de neonatais humanos, sobre um gel de colágeno bovino 
Tipo I (bezerro), e uma camada epidérmica de queratinócitos provenientes de cultura 
alogênica (BELL et al., 1981). A resistência e a insolubilidade do colágeno são obtidas 
através da retração do gel pelos fibroblastos, originando o equivalente dérmico. Esse é o 
modelo de pele reconstruída tornou-se um clássico para avaliação da remodelagem do 
colágeno e estudos de contração da feridas, sendo que melanócitos, células de Langerhans, 
células endoteliais e folículos pilosos já foram incorporados a ele com sucesso. É indicado 
para tratamento de úlceras crônicas. Segundo estudo realizado, esse substituto foi o único que 
obteve diferença estatisticamente significante ao tratar úlceras venosas juntamente com 
sistema de compressão multicamadas, em relação a outro substituto dérmico e aos enxertos de 
pele autógenos (FALANGA & SABOLINSKI, 1999). 
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O Orcel® é um substituto cutâneo celular, constituído por uma bicamada de matriz 
celular. Com fibroblastos de doadores humanos cultivados pelo lado de dentro de uma matriz 
de colágeno bovino Tipo I e queratinócitos do mesmo doador, cultivados no lado de fora da 
matriz de colágeno. Orcel® serve como uma matriz biorreabsorvível, que proporciona um 
ambiente favorável para a migração de células do hospedeiro, em decorrência das citocinas e 
dos fatores de crescimento secretados pelos fibroblastos alogênicos. Segundo o fabricante, 
após 2 a 3 semanas da aplicação, não são encontrados traços de DNA alogênico na ferida 
(SHORES et al., 2007). 
O Biobrane® é um substituto cutâneo sintético acelular constituído por uma 
membrana bilaminada, formada por uma rede de náilon preenchida com colágeno porcino 
tipo I (análogo dérmico) e recoberta por uma fina camada de silicone (análogo epidérmico). 
Possui pequenos poros que permitem a drenagem do transudado, sendo considerado um 
substituto semipermeável. Possibilita que fibroblastos e capilares invadam a ferida e possam 
reparar o defeito dérmico. A reepitelização ocorre a partir da presença de queratinócitos na 
borda da ferida. São suas principais indicações: tratamento de queimaduras limpas 
superficiais e médias de espessura parcial, não causadas por produtos químicos ou à base de 
petróleo; cobertura temporária de áreas doadoras de enxertos de pele parcial; e proteção de 
enxertos autógenos em malha (CASSIDY et al., 2005). 
O Dermagraft® (Organogenesis) é o produto que mais se assemelha ao produto que 
esta tese se propõe a desenvolver, é um substituto dérmico, com uma camada de fibroblastos 
alogênicos cultivados sobre uma camada do  polímero ácido poliglicólico Vicryl (Figura 5). O 
produto é criopreservado, mas se torna viável e metabolicamente ativo quando colocado sobre 
o leito da ferida.  
O mais recente modelo de pele reconstruída trabalha com a técnica de “auto-arranjo” 
(self-assembly technique), uma nova abordagem da engenharia de tecidos, desenvolvida no 
Laboratoire Órganogénese Experimental (LOEX), na cidade do Quebeque, Canadá). Esta 
técnica se baseia na propriedade intrínsica das células autoorganizarem-se para formar um 
tecido tridimensional sob condições adequadas. Por exemplo, os fibroblastos da pele secretam 
a sua própria matriz extracelular na presença de ácido ascórbico, permitindo a produção de 
folhetos dérmicos que servem de suporte, sobre o qual queratinócitos podem ser semeados 
(JEAN et al., 2002). 
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Figura 5: Substituto dérmico comercializado por empresa americana, Dermagraft® 
(Organogenesis). Fonte: http://www.organogenesis.com/products/dermagraft.html, data: 
11/11/2016. 
 
Portanto, os modelos de pele reconstruída diferem entre si de acordo com o modo de 
preparo da camada dérmica e a utilização de suportes matriciais. Mesmo com o crescimento 
no número de alternativas aos substitutos cutâneos para o tratatamento clínico de quimaduras 
agudas e crônicas, os materiais utilizados ainda causam reações adversas, como inflamações e 
infecções (OZTURK et al,. 2001; LAMME et al., 2002).  
 
3.3. Biomateriais Poliméricos: Naturais e Sintéticos 
 
 
Os critérios para seleção do material mais adequado ao desenvolvimento de um 
biomaterial são baseados nas propriedades químicas, massa molar, distribuição de tamanho de 
moléculas, solubilidade, estrutura, hidrofilicidade/hidrofobicidade, energia de superfície, taxa 
de degradação, absorção de água, dentre outros. Os polímeros naturais e os polímeros 
sintéticos, biodegradáveis e não biodegradáveis, são as classes de materiais poliméricos mais 
largamente utilizados. 
Alguns polímeros naturais, dada a sua origem, possuem estruturas macromoleculares 
que se assemelham à matriz extracelular (MEC) natural e sítios (sites) para adesão celular 
(WILLERTH et al., 2008). Há estudos que defendem também a sua baixa toxicidade e 
potencial para rejeição (KRAJEWSKA, 2005; MCHALE et al., 2013). O glutaraldeído e 
outros agentes reticuladores (crosslinking) são usados muitas vezes para reduzir a taxa de 
degradação desses materiais. 
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Dentre os biopolímeros naturais mais utilizados pela engenharia de tecidos estão as 
proteínas isoladas do sangue ou de tecidos frouxos (ex.: tecido conjuntivo), como a fibrina, o 
colágeno (CHEVALLAY & HERBAGE, 2000; IGNATIUS et al., 2005) e a gelatina (LI et 
al., 2006), e os polissacarídeos isolados de animais e vegetais, como os alginatos (LI et al., 
2005), a quitosana (BHATTARAI et al., 2005; ADEKOGBE & GHANEM, 2005; HUANG 
et al., 2005; SEO et al., 2006; VEIGA & MORAES, 2012), o amido (GOMES et al., 2002),  
os glicosaminoglicanos (GAG) incluindo o Ácido hialurônico (BAIER et al., 2003; 
BERTHIAUME et al., 2011) (Tabela 2): 
Tabela 2 - Biopolímeros provenientes de fontes naturais:                       
Plantas/Algas Animais Bactérias/Fungos 
Amido (amilose, amilopectina) Ácido hialurônico Quitina 
Celulose Quitina Quitosana 
Pectina Quitosana Xantana 
Alginato Colágeno Poligalactosamina 
Carragena Fibrina Gelatina 
Gomas 
 
Dextrana 
Soja, glúten de trigo 
  Caseína, soro de albumina 
  Sedas 
  Elastina 
  Polihidroxialcanoatos 
   
                                                                                     Fonte: adaptado de KAPLAN, 1998.  
 
Ao mesmo tempo em que os polímeros de origem natural têm vantagens, são carentes 
de aprovação pelas agências reguladoras (FDA, ANVISA, IUPAC, ISO), pois apresentam 
variações de lote para lote, o que dificulta o controle de qualidade e padronização, por isso 
são problemáticos do ponto de vista clínico. Há desvantagens também relacionadas às 
propriedades mecânicas e ao potencial imunogênico desses polímeros, apesar de alguns 
autores defenderem que a resistência mecânica pode ser anulada, se estruturas nanométricas 
forem utilizadas (STIX, 2000; WEST et al. 2000).  
Portanto, os polímeros sintéticos ainda são a alternativa mais atrativa à indústria 
biomédica. Além de alguns já serem aprovados pelas agências reguladoras como FDA e 
ANVISA, são materiais com baixo coeficiente de fricção, alta reprodutibilidade decorrente da 
composição química definida e que permitem o controle de variáveis estruturais e fisico-
químicas, como a morfologia, massa molar, hidrofilicidade, taxas de degradação, 
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propriedades mecânicas, habilidade para a imobilização de células e biomoléculas na 
superfície ou na sua massa (WILLERTH et al., 2008); e apresentam flexibilidade de métodos 
de processamento.  
Alguns membros da família dos poliésteres alifáticos (poli(α-hidroxi éster) (RATNER, 
2004), como o Poli(ácido-glicólico) PGA, o Poli(ácido-láctico) PLA (BARBANTI et al., 
2005),  o copolímero, poli(ácido láctico-co-glicólico) PLGA (WU et al., 2006) e a 
policaprolactona (PCL) (SARASAM & MADIHALLY, 2005; WILLIAMS et al., 2005; 
ZHANG et al., 2007; OH et al., 2007; CHONG et al., 2007); e outros polímeros sintéticos, 
como o  poli (etileno-glicol) PEG (WOZNEY E SEEHERMAN , 2004; LEACH E 
SCHMIDT, 2005), o poli (álcool vinílico) (SCHMEDLEN et al., 2002; OH et al., 2003) e o 
poliuretano (SANTERRE et al., 2005),  já são largamente estudados e aplicados na 
biomedicina (RATNER et al., 2013).  
 Dentre as desvantagens dos polímeros sintéticos estão os subprodutos da degradação 
dos polímeros biorreabsorvíveis, como monômeros ou agentes catalisadores que podem ser 
tóxicos ao organismo, a dificuldade de esterilização de alguns deles e o custo (SHI et al., 
2006).  
 
3.5. Biocompatibilidade dos Biomateriais 
 
Estudos recentes mostram que implantes de biomateriais sintéticos permanentes, não 
biodegradáveis e não biorreabsorvíveis têm maior probabilidade de causar rejeição ao corpo 
estranho, com irritação, inflamação crônica e aumento da deposição de tecido cicatricial, 
fibrose, que implantes biodegradáveis (VALENTIN et al., 2006; ANDERSON et al., 2008). 
Além disso, dizem que a presença do material por período prolongado pode além de gerar 
inflamação crônica, levar a formação de células gigantes multinucleadas, formadas pela fusão 
de macrófagos presentes na superfície do biomaterial. A presença de células gigantes 
demonstra a alta atividade fagocítica e uma reação inflamatória intensificada que está também 
associada à liberação de espécies reativas de oxigênio e de citocinas pró-inflamatórias 
(HERNANDEZ-PANDO et al., 2000). A reação ao corpo estranho típica resulta na deposição 
de uma camada colagênica de 50-200µm de espessura que encapsula todo o entorno do 
implante (KOVACS, 1991; WILLIANS & WILLIANS, 1983). Esta acúmulo de tecido 
fibroso denso confina o implante e impede a integração com o tecido circundante. 
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Embora o implante de suportes sintéticos não degradáveis intensifique  a resposta 
fibrótica do hospedeiro, o implante de scaffolds biodegradáveis e biorreabsorvíveis tem mais 
chance de resultar em uma resposta “saudável” de tecido remodelado (TURNER et al., 2010; 
VALENTIN et al., 2010).  
Portanto, para todos os biomateriais o conceito de biocompatibilidade é muito 
importante, pois reflete as respostas da interface entre os biomateriais implantados e os 
tecidos do hospedeiro. A biocompatibilidade refere-se a: (a) segurança biológica, que engloba 
uma resposta do hospedeiro atóxica, não mutagênica, e não carcinogênica, e (b) 
biofuncionalidade, que é a capacidade do biomaterial perfazer a sua tarefa (RATNER, 1996; 
ANDERSON, 2001; SICARI et al., 2013).  
A agressão a um tecido induz uma cascata de reações bioquímicas “orquestrada” intra 
e intercelularmente que se destinam a reparar a integridade dos tecidos. A sequência de 
eventos que ocorre é semelhante para todos os tecidos e órgãos do corpo e será discutida no 
próximo item. 
 
3.3.1. Poli(ácido láctico-co-glicólico) PLGA 
 
Como observado no item anterior, os poli(α-hidróxi ácidos) são considerados uma das 
famílias de polímeros sintéticos mais promissoras na área dos materiais biorreabsorvíveis. O 
ácido poli láctico (PLA), o ácido poli glicólico (PGA), ou a combinação desses dois 
polímeros, o copolímero poli(ácido láctico-co-glicólico) PLGA, são ésteres alifáticos 
biocompatíveis e biorreabsorvíveis que apresentam ótimas propriedades biomecânicas, 
suportando o manuseio pré-implante e a morfogênese celular pós-implante  (KUMBAR et al., 
2008; SHEN et al., 2008). Além disso, são polímeros aprovados pelo órgão regulamentador 
Food and Drug Administration - FDA e investigados na área da medicina, como implantes de 
ossos (GE et al., 2009; HUANG et al., 2010; LI et al., 2010), figado, nervos (LI et al., 2007; 
XIONG et al., 2009), pele (PAN & DING, 2012), vasos sanguíneos (HAN et al., 2011) e 
suturas em humanos (MA & LANGER et al., 1995).  
No corpo são degradados em ácido láctico e glicólico via hidrólise das ligações 
ésteres. Os metabólitos orgânicos gerados participam do Ciclo de Krebs, o ácido láctico é 
oxidado e as unidade de ácido glicólico são convertidas em glicina, que são convertidas em 
ácido pirúvico. Com ação da acetil coenzima A, o ácido pirúvico libera CO2, se 
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transformando em citrato, que é metabolizado pelo Ciclo de Krebs que libera CO2 e H2O, 
eliminados através da urina ou da respiração.  
O interessante em se utilizar o copolímero PLGA é que a sua taxa de degradação pode 
ser controlada através da combinação de diferentes proporções do ácido láctico e  do ácido 
glicólico (BARBANTI et al., 2005). O PGA, por ser mais hidrofílico, perde sua resistência 
mecânica entre 2-4 semanas após o implante e possui taxa de degradação mais elevada. Ma e 
Langer (1995) estudaram as propriedades micro e macro do PGA in vitro. O PLA, devido aos 
grupos metil da sua estrutura, é mais hidrofóbico e possui taxa de degradação mais baixa, 
dentro de meses ou ano (MA & LANGER et al., 1995). O PLGA na composição 50:50 se 
degrada entre 1 e 3 meses dependendo da região e do tamanho do implante e na composição 
75:25 a taxa de degradação é de aproximadamente 6 meses (MOTTA & DUEK, 2006) 
(Figura 6). 
                     
Figura 6: Os ácidos láctico e glicólico podem ser combinados em várias proporções.  A taxa 
de degradação pode ser modulada. A presença de unidades de ácido glicólico favorece a 
penetração da água e conseqüentemente a taxa de degradação. Fonte: Barbanti et al., 2005. 
 
O PLGA é frequentemente obtido por copolimerização via abertura de anel do ácido 
láctico e do ácido glicólico (Figura 7). Pode ser formado pela condensação de dois ácidos L-
láctico ou ácido D-láctico ou uma mistura de D-e L-configurações. D, L-láctido é utilizado 
mais frequentemente, não devido ao baixo custo (na verdade, mais caro do que L, L-láctido), 
mas devido aos seus materiais correspondentes serem mais resistentes e as taxas de 
degradação facilmente controladas para um polímero amorfo (BARBANTI et al., 2005). 
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Figura 7: Esquema da síntese do poli(ácido láctico-co-glicólico) PLGA via abertura de anel. 
 
Scaffolds de PLGA já foram utilizados para a reparação de tecidos e órgãos, como 
ossos (REN et al., 2005; GE et al., 2009; HUANG et al., 2010;), fígado (LI et al., 2010), 
nervos (LI et al., 2007; XIONG et al., 2009), pele (YANG et al., 2002) e vasos sanguíneos 
(HU et al., 2008; HAN et al, 2011). Drogas, proteínas, genes que expressam fatores de 
crescimento ou métodos de modificação de superfície estão sendo empregados para melhorar 
a capacidade de regeneração desses implantes (SHEN et al., 2008; WANG et al. 2010; 
YANG et al., 2011). 
Existe uma preocupação quanto aos subprodutos (by-products) da degradação in vivo 
do PLGA e dos outros poliésteres aplicados como biomateriais, que por hidrólise liberam 
ácidos que podem causar reações inflamatórias adversas. Pan e Ding (2012) discordam, 
justificando que se causassem reações adversas, não seriam usados clinicamente em hospitais, 
nem aprovados pela agência Food and Drug Administration FDA e pelos departamentos 
correspondentes nos outros países. Considerando que a resposta celular adversa é dependente 
da quantidade de subprodutos da degradação e da taxa local de troca de fluido, em um 
material poroso (ex.: fibra) a troca de fluidos local deve ser maior que em um implante grande 
e menos poroso (CHANG et al., 2011).  
ácido	láctico 
ácido	glicólico lactídeo 
Poli(ácido	láctico-co-glicólico) 
 
glicolídeo 
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Chen e colaboradores (2005) aspiraram células mesenquimais da medula óssea de 
ovelhas e expandiram a linhagem com marcação com corante PKH26. Cultivaram essas 
células numa estrutura tridimensional de PLGA e implantaram na cavidade articular do 
animal, as amostras foram analisadas por imuno-histoquimica e histoquímica.  Observaram 
formação de cartilagem após 8 semanas (CHEN et al., 2005). 
As modificações de superficie podem ajudar muito a melhorar o desempenho dos 
biomateriais e podem ser classificadas em três: modificações morfológicas, modificações 
químicas e modificações biológicas (JIAO & CUI, 2007). Yang e seus colegas (2002) 
modificaram a superfície de scaffolds de PLGA utilizando plasma e posteriormente 
depositaram uma camada de colágeno buscando aumentar a afinidade celular ao substrato. 
Outros materiais além do colágeno (YANG et al., 2002; DAI et al., 2010; HAO et al., 2010) 
tem sido incorporados ao PLGA para melhorar as propriedades do biomaterial, ou ainda, 
buscando mimetizar a matriz extracelular (MEC) do organismo, como hidroxiapatita (CUI et 
al., 2009), TCP (Pang et al., 2007), TPP (XIE et al., 2010), quitosana (CHEN et al., 2010), 
gelatina (LI et al., 2007), alginato (BAI et al., 2010), elástica (HAN et al., 2011), sulfato de 
condroitina (FAN et al., 2010), ácido hialurônico AH (FAN et al., 2010), etc.  
 
 
3.4. A Técnica de Eletrofiação 
 
 
O desenvolvimento da engenharia de tecidos e da indução de tecidos para a medicina 
regenerativa depende muito de técnicas não convencionais de moldagem de polímeros para 
produção de estruturas porosas tridimensionais, como membranas, filmes, esponjas, fibras, 
hidrogéis, etc (WATANABE & ISHIHARA,2003). Dentre essas técnicas não convencionais, 
estão, a eletrofiação (electrospinning), o fiber bonding (MIKOS et al., 1993; MA & 
LANGER, 1995), a técnica de auto-montagem (self-assembly), a lixiviação de composto 
porogênico (Salt porogen leaching) (MIKOS et al., 1994; MA & LANGER, 1998), a 
separação de fases (LO et al., 1996; ATHANASIOU et al, 1996; ZHANG & MA, 1999), as 
espumas por injeção de gás (gas foaming) (MOONEY et al., 1996), a liofilização de emulsão 
(WHANG et al., 1995) e as impressoras tridimensionais (PARK et al., 1998;). Cada uma 
dessas técnicas possui vantagens e desvantagens, a conveniência das técnicas de eletrofiação 
e da lixiviação de composto porogênico é que possibilitam controlar a porosidade e tamanho 
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de poro (SUBIA et al., 2010). A desvantagem da lixiviação de porógenos é que é uma técnica 
que requer altas temperaturas que podem degradar os polímeros biodegradáveis durante o 
processamento (PAN & DING, 2012). 
As técnicas convencionais para a produção de fibras dependem da força mecânica de 
extrusoras que bombeiam a solução ou o polímero fundido através de fieiras com milhares de 
orifícios (FLEMING, 2011) e à medida que a fibra se forma, os filamentos se solidificam ou 
coagulam (SHANMUGASUNDARAM, 2004) (Figura 8), com diâmetros na ordem de 50µm, 
podendo chegar, segundo Salomão (2006), a 2µm. 
 
Figura 8: Equipamento convencional de fiação do polímero fundido. Fonte: Salomão, 2006. 
 
A técnica de eletrofiação, mais conhecida por electrospinnig foi patenteada em 1934 
por Anton Formhals com o título de “Process and apparatus for preparing artificial threads” 
(FORMHALS, 1934). É uma tecnologia flexível, versátil e viável do ponto de vista do custo-
benefício, do equipamento e da produção (JI et al., 2011). Possibilita produzir nano ou 
microfibras e se aplica a uma ampla variedade de polímeros, sintéticos ou naturais, que 
podem ser misturados entre si (blendas) ou com outros materiais solúveis (compósitos), como 
óleos essenciais, fármacos, fatores de crescimento, resinas, etc. A sua manipulação é 
relativamente simples para controle da arquitetura, diâmetro, porosidade  e topografia das 
fibras (RAMAKRISHNA et al, 2005; PAPENBURG et al, 2011).  
O aparato produz fibras com diâmetros entre 10 nm e 10 µm, a partir de um polímero 
fundido, ou de uma solução polimérica eletricamente carregada (Haas et al., 2010). O sistema 
é composto por três componentes básicos: uma fonte de alta tensão em corrente contínua 
(CC) com dois eletrodos posicionados entre a saída da solução polimérica e o coletor, um 
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dispositivo de infusão (“bomba”) para realizar a injeção do fluido armazenado numa seringa 
dotada de uma agulha com ponta cortada perpendicularmente ao comprimento e um 
dispositivo coletor de cobre ou alumínio para o alongamento e alinhamento das fibras 
depositadas (Figura 9) (MILLÁS, 2012). 
 
Figura 9: Esquema do aparato de eletrofiação (adaptado de Dong et al., 2010). 
 
Através da aplicação de alta voltagem (5-30 kV) e baixa corrente (0,1-1µA) 
(PORTELA, 2010, PAPENBURG, 2011), um campo elétrico é criado entre a agulha e o 
coletor, ao mesmo tempo em que a bomba injetora força uma determinada taxa de saída da 
solução polimérica que é também carregada eletricamente. Quando há diferença de potencial 
elétrico entre os dois eletrodos do equipamento e suficiente indução de cargas na solução para 
atingir um valor crítico e superar a tensão superficial, o Cone de Taylor se forma na ponta da 
agulha (TAYLOR, 1964) (Figura 10). A força eletrostática da gota na ponta da agulha supera 
a tensão superficial e o jato se inicia, atraído por diferença de potencial elétrico para o 
dispositivo coletor aterrado (LARRONDO et al., 1981b; POPAT, 2011). As cargas repulsivas 
do jato, forças de Coulomb, esticam a solução viscoelástica. Se a tensão aplicada é maior, 
uma quantidade maior de cargas faz com que o jato passe a acelerar mais rápido e mais 
volume de solução deve ser disponibilizado na ponta da agulha para formar o jato, caso 
contrário, a insuficiência de solução pode resultar em Cones de Taylor instáveis e menores 
(ZHONG X.H. et al. 2002). Quando visualmente a velocidade de deposição das fibras sobre o 
coletor é maior que a oferta de solução a partir da fonte, o Cone de Taylor pode recuar para a 
agulha (DEITZEL et al., 2001).  
		
 
47	
 
Figura 10: Cone de Taylor. Fonte: http://www.yflow.com. 
 
Há dois grupos de parâmetros que podem ser controlados e que afetam o processo de 
eletrofiação e a arquitetura morfológica das fibras resultantes, são os parâmetros da solução 
polimérica, dentre eles, a viscosidade, tensão superficial, condutividade e constante dielétrica; 
e os parâmetros do processo, tensão aplicada, vazão da seringa, distância da ponta da agulha 
ao anteparo e o efeito do material do coletor. Todas essas variáveis são interdependentes e 
devem ser combinadas para produzir a estrutura de fibra desejada. Deve-se considerar 
também que cada equipamento tem a sua peculiaridade e depende muito do polímero e do 
solvente utilizados (RAMAKRISHNA et al., 2005). Condições atmosféricas, como umidade 
e temperatura também podem influenciar a eletrofiação (DE VRIEZE et al., 2009), mas não 
foram parâmetros importantes para as soluções usadas nessa pesquisa.  
Empiricamente, para o sucesso da eletrofiação os solventes precisam ter três requisitos 
primordiais, dentre os quais, devem ser: (i)solventes semi-condutíveis com capacidade de 
carga moderada; onde normalmente são utilizados solventes orgânicos devido a suas 
constantes dielétricas e a condutividade que permitem que a solução fique eletricamente 
carregada, (ii) pressão de vapor ou volatilidade do solvente deve ser adequada para que ele 
evapore rápido o suficiente para manter a integridade da fibra quando atingir o alvo, mas não 
tão rápido para impedir que a fibra endureça antes de chegar à escala nanométrica, e (iii) a 
capacidade de dissolver os polissacarídeos com menores interações intermoleculares possíveis 
(OHKAWA, 2009). 
A evaporação do solvente produz fibras sólidas que se depositam no coletor metálico 
na forma de não-tecidos devido à deposição aleatória das fibras. A obtenção de uma malha 
com fibras ordenadas ou alinhadas é possível e depende do diâmetro e da velocidade de 
rotação (rpm) do coletor (SUNDARAY et al., 2004; YANG et al., 2005). Venugopal et al. 
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(2005) cita a utilização de um coletor de alumínio giratório para a deposição de fibras 
alinhadas (ver Figura 11.b), mas ressalta que nesse aparato o diâmetro das fibras é maior 
(750-850nm) que o diâmetro das fibras aleatórias produzidas pelo coletor estático (125-
600nm) (ver Figura 11.a). 
 
Figura 11: Esquema de deposição das fibras na eletrofiação a) fibras aleatórias depositadas 
sobre um coletor estático (não-tecido), b) fibras alinhadas depositadas sobre coletor giratório 
(adaptado de VENUGOPAL et al., 2007). 
 
Embora conceitualmente seja um processo simples, o electrospinning tem desafios 
significativos, sendo um deles a exposição em ambientes industriais. Uma das principais 
críticas à técnica é a baixa taxa de produtividade. O “dry spinning”, uma técnica 
convencional fabrica filamentos à taxa de 200 – 1500 m min-1, enquanto os filamentos 
criados pelo processo de electrospinning são obtidos a uma taxa de 30 m min-1. Sugestões 
vêm sendo experimentadas na tentativa de aumentar a quantidade de fibras formadas, como a 
utilização de mais seringas ou de mais agulhas acopladas a uma seringa de volume maior 
(LIAO, 2006).  
 
 
 
3.5.  Pele Humana 
 
 
Na natureza as estruturas mais complexas e de maior perfeição estão nano- e micro- 
metricamente arquitetadas. O papel da biomimética é desvendar esses segredos e tentar 
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mimetizá-los, partindo da observação e do entendimento das suas formas e biogênese 
(BENYUS J. M., 2005).  
Este trabalho se propôs a estudar a biomimética (BENYUS J. M., 2005) no âmbito do 
maior órgão dos vertebrados, a pele, que chega a atingir 16% do peso corporal. De origem 
ectodérmica e mesodérmica, é um órgão constituído por dois compartimentos principais: a 
epiderme e a derme. 
A epiderme, camada superficial e mais fina, é constituída principalmente de 
queratinócitos e melanócitos, e por possuir alta densidade celular, atua como uma barreira 
vital, impedindo a entrada de agressores exógenos, de natureza química ou biológica, e 
agindo no balanço hídrico que evita a perda transepidermal excessiva de água e de proteínas 
para o ambiente. A melanina que é uma substância produzida e acumulada na epiderme 
protege contra os raios ultravioleta, que são por sua vez importantes na fixação da vitamina 
D3.  A derme situada logo abaixo da epiderme é conhecida como a camada mássica da pele, 
composta principalmente por colágeno, elastina, glicosaminoglicanas (GAG’s) e fibroblastos, 
além de ser importante na proteção biomecânica da pele, desempenha função sensorial e 
imunológica, através dos linfócitos que protegem contra antígenos e alérgenos que entram em 
contato com a epiderme. As glândulas sudoríparas, também presentes na derme, auxiliam na 
excreção de algumas substâncias. A hipoderme localiza-se logo abaixo da derme e é uma 
camada bastante vascularizada, constituída principalmente de tecido adiposo, que contribui 
para a regulação térmica e também para a proteção mecânica (Figura 12) (JUNQUEIRA et al., 
2004; CALIARI et al., 2011).  
A espessura da pele varia entre 0,5 e 4mm, a derme apresenta em médica 2 mm de 
espessura. A variação da espessura pode ir de 4 a 5mm na região das costas e 1mm nas 
pálpebras de humanos. Segue uma revisão mais detalhada das camadas da pele. 
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Figura 12: Estrutura da pele. Fonte: www.sobiologia.com.br, data: 08/08/2013 
 
3.5.1. Epiderme 
 
 Há quatro tipos de tecidos no organismo, o epitelial, o conjuntivo, o muscular e o 
nervoso. Dentre os tecidos epiteliais, estão: o epitélio de revestimento, o epitélio glandular e o 
neuroepitélio, todos constituídos por células poliédricas justapostas e com pouco material 
extracelular. As células epiteliais da epiderme da pele são de origem ectodérmica 
(JUNQUEIRA &CARNEIRO, 2004; BENSOUILAH & BUCK, 2006).   
 A epiderme é constituída por um epitélio estratificado pavimentoso queratinizado que 
se subdivide em cinco camadas: estrato basal, espinhoso, granuloso, lúcido e córneo (ver 
Figura 13). Além de ser constituída por queratinócitos em sua maior parte, ela ainda possui os 
melanócitos, as células de Langerhams e as células de Merkel. No corpo humano a maior 
espessura da epiderme se encontra nas plantas dos pés e nas palmas das mãos, atingindo até 
1,5 mm de espessura. 
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Figura 13: Epiderme: A) Corte histológico da pele humana; B) Estrutura morfofisiológica da 
epiderme humana, camada superficial da pele. Fonte: A. Bensouilah & Buck, 2006. Fonte: B. 
http://anatomiaefisio.blogspot.com/2013/02/sistema-tegumentar.html. 
 
• A camada basal, também conhecida por camada germinativa, é a camada mais 
interna da epiderme e de maior atividade mitótica dos queratinócitos. Ela está em contato 
direto com a derme (camada subjascente). A epiderme é renovada a cada 20, 30 dias e as 
células prismáticas ou cubóides que a compõe repousam sobre uma nítida membrana basal; 
essas células depois que se diferenciam, migram para a superfície. Esta camada contêm 
também melanócitos que produzem melanina e apresentam extensões dendríticas. A melanina 
é um pigmento de proteção contra as radiações ultravioleta (UV), que fica dentro de 
melanossomos, que são transferidos aos queratinócitos e estocados em grânulos. Maiores 
quantidades de melanócitos estão presentes nas áreas do corpo mais expostas ao sol, exemplo, 
a face. Além de melanócitos, a camada basal apresenta uma fina camada de filamentos, 
chamada citoqueratina, de aproximadamente 10 nm de diâmetro e a medida que as células 
avançam para a superfície essa camada de queratina aumenta passando a constituir metade 
das proteínas totais. As células de Markel também estão presentes nessa camada e sua função 
está ligada aos nervos sensitivos (JUNQUEIRA &CARNEIRO, 2004).  
• A camada espinhosa é constituída por células poligonais cubóides ligeiramente 
achatadas, de núcleo central com pequenas expansões citoplasmáticas. As expansões se 
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mantem unidas através dos desmossomas.  Desmossomas e tonofibrilas têm papel na coesão e 
proteção contra atrito da epiderme. Quanto maior a ação de fricções e pressões, maior a 
camada espinhosa. Principalmente na região central desta camada, há células de Langerhans 
provenientes da medula óssea, essas células dendríticas são importantes no sistema 
imunológico, pois apresentam receptores de antígenos em suas membranas, imunoglobulinas 
que reconhecem os antígenos e são capturados pelos linfócitos depois (JUNQUEIRA 
&CARNEIRO, 2004).  
•  A camada granulosa é constituída por células poligonais com núcleo central, 
nitidamente achatadas, em cujo citoplasma é observado grânulos grosseiros e basófilos. 
Grânulos de querato hialina, material que vai constituir o material interfilamentoso da camada 
córnea. Não tem membranas, mas produzem outros grânulos com substâncias fosfolipídicas 
associadas as glicosaminoglicanas (GAG’s) (JUNQUEIRA &CARNEIRO, 2004).  
• A camada lúcida é constituída por uma camada delgada de células achatadas, 
eosinófilas, hialinas, cujos núcleos e organelas desapareceram. Ainda vê-se desmossomas 
entre as células. O citoplasma é constituído por grande quantidade de material filamentoso 
compactado, envolvido por material elétron-denso (JUNQUEIRA &CARNEIRO, 2004).   
•  A camada córnea têm espessura variável e é constituída por células achatadas, 
mortas e sem núcleo. O citoplasma dessas células é preenchido por queratina, uma 
escleroproteína filamentosa birrefringente (a birrefringência será discutida no ítem 3.6.1). A 
camada córnea tem sua estrutura reforçada pela transformação das ligações sulfidrilas (SH-) 
em dissulfeto (S-S), os peptídeos das queratinas se ligam de maneiras diferentes 
(JUNQUEIRA &CARNEIRO, 2004). Durante a queratinização ocorre a liberação de enzimas 
líticas dos lisossomas, responsáveis por digerir diversas organelas celulares, como 
mitocôndrias, complexo de golgi e núcleo.  Este fenômeno explica a perda da estrutura celular 
da camada córnea e o aspecto hialino.   
 
3.5.2. Derme  
 
A derme, de origem mesodérmica, é constituída por um tecido conjuntivo denso 
irregular. É um compartimento que se subdivide em duas camadas: camada papilar e camada 
reticulada (Figura 14). A camada papilar é mais fina, composta pelas papilas dérmicas e por 
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um tecido frouxo preenchido por fibrilas de colágeno com a função de amarrar a epiderme a 
derme. A superfície mais externa dessa camada é extremamente irregular e apresenta as 
papilas dérmicas, que são reentrâncias que invadem a epiderme. Essa zona está mais sujeita a 
pressões e atritos. A camada reticular é mais grossa e constituída por um tecido conjuntivo 
denso, não possui muitas células, mas apresenta fibras de colágeno espessas e abundantes, 
principalmente fibras elásticas responsáveis pela característica de elasticidade da pele. Além 
disso, na derme encontram-se vasos sanguíneos e linfáticos, e derivados da epiderme, como 
glândulas sebáceas e sudoríparas, unhas e pêlos. Os pêlos são estruturas queratinizadas que se 
desenvolvem a partir de invaginações da epiderme, têm função sensorial e de proteção 
(JUNQUEIRA &CARNEIRO, 2005). 
 
Figura 14: Corte histológico da pele em fase de cicatrização pós-lesão. Derme. Fonte: 
quartoanoanatomia.blogspot.com, 29/04/2014. 
 
Matriz Extracelular 
O que difere o tecido conjuntivo dos demais tecidos é que ele funciona principalmente 
através de seus componentes extracelulares (FINK, 2008). É constituído por diversos tipos 
celulares (principalmente fibroblastos) que se encontram embebidos em abundante material 
intercelular por eles mesmos produzido, a matriz extracelular (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 
2005).  Os fibroblastos produzem enzimas de remodelagem como proteases e colagenases, 
que desempenham importante papel no processo de cicatrização (JUNKER et al., 2013). 
A matriz extracelular (MEC) é preenchida por uma extensa rede de macromoléculas 
que formam uma estrutura fibrosa composta por colágeno, elastina, proteoglicanas e proteínas 
especializadas na adesão celular, como fibronectina, laminina, etc (SHI et al., 2006). Os 
colágenos tipo I e tipo III, discutidos no próximo Item, são os principais constituintes da 
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matriz extracelular, dão resistência mecânica, transmitem e dissipam cargas e ajudam na 
manutenção da estrutura dos tecidos, além de compartimentar as células e tecidos em 
unidades funcionais, agindo como suporte tridimensional celular e vascular (SILVER, 1987; 
MATTHEWS et al., 2002; BADYLAK et al., 2009). Shi D. (2006) denomina a matriz 
extracelular de material bio inspirado. 
 O envelhecimento causa a perda de elasticidade, pois as fibras elásticas se agregam e 
formam fibras mais grossas, tornando o tecido conjuntivo menos elástico. A fibrina liberada 
pelo fibrinogênio presente no plasma atua no estágio hemostático inicial da reparação 
tecidual, formando um coágulo provisório que servirá de superfície para a migração de 
fibroblastos e para a contração da ferida. A fibronectina e a vitronectina atuam juntas na 
homeostase e auxiliam na migração e proliferação de células durante o processo de contração 
das feridas pelos fibroblastos, que se ligam a essas duas proteínas antes de se ligar ao 
colágeno (ORIÁ et al., 2003).  
 As proteoglicanas e glicosaminoglicanas (GAG’s) além de preencherem os espaços 
intersticiais, como têm carga negativa e natureza hidrofílica, atuam como tampões, ajudam na 
dispersão de moléculas e células no tecido e hidratação. O ácido hialurônico (AH), além de 
ter relevante papel na manutenção da hidratação do tecido e equilíbrio osmótico, é uma das 
GAGs mais importantes no processo de reparação tecidual. A expressão aumentada do AH e 
do seu receptor CD44 tem sido associada com a fibrose (MERAN et al., 2007).  
 A maior parte da água extracelular não está livre, mas na forma de água de solvatação 
nas macromoléculas de proteínas e glicosaminoglicanas. 
 Dentre as proteína matricelulares, mais recentemente descobertas, estão proteínas que 
não têm função estrutural mecânica, mas que participam da sinalização células-matriz 
autócrina ou parácrina. Entre essas proteínas está a osteopontina, proteína secretada, ácida e 
rica em cisteína (SPARC) (também conhecida como osteonectina), tenascina-C, fibulinas, e a 
família das proteínas de sinalização intercelular, conhecidas por CCN`s. As proteínas 
matricelulares normalmente têm expressão temporária, aparecem somente após alguma lesão 
e não estão presentes no tecido saudável, como ocorre com os outros componentes da MEC. 
Na cicatrização de feridas, os fibroblastos produzem a maioria desses componentes da matriz 
extracelular, enquanto estas mesmas moléculas atuam simultaneamente para modificar a 
função do fibroblasto. Neste sentido, a interação dos fibroblastos com a MEC pode ser 
pensada como uma forma de regulação autócrina que é crucial no processo de cicatrização de 
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feridas. No processo de cicatrização os fibroblastos ao mesmo tempo que produzem novas 
proteínas de reposição e construção, são controlados por proteínas de sua própria produção 
(TRACY et al., 2014).   
 Durante o processo de reparo tecidual, a fase final de remodelagem do tecido e da 
matriz pode durar meses ou anos até ocorrer a maturação total do tecido. Com o passar do 
tempo as fibras de colágeno reorientam-se ao longo das linhas de tensão, aumentando a 
resistência  tênsil do tecido (KITCHEN & PATRIGE, 1990; ORIÁ et al., 2003). 
 
Fibroblastos 
 Os fibroblastos são uma linhagem celular bastante heterogênea e dinâmica. Além de 
produzirem fibras de colágeno para a matriz extracelular, produzem elastina e proteoglicanas 
estruturais. A sua população difere entre os tecidos humanos e mesmo dentro de um mesmo 
tecido, como é o caso das subpopulações existentes nas diferentes camadas dérmicas, nesse 
caso tanto a morfologia, quanto as funções fisiológicas são diferentes. Dependendo da 
profundidade das camadas os fibroblastos expressam diferentes quantidades de colágeno Tipo 
I e Tipo III; e ainda, descobriu-se que fibroblastos de camadas mais profundas da derme 
produzem menos colagenase mRNA que fibroblastos de camadas mais superficiais 
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005).  
 A capacidade que os fibroblastos têm de se modificar funcional e morfologicamente e 
até de se transformar em outro tipo celular dependendo da sua localização ainda é pouco 
conhecida, mas foi a primeira célula somática a ser induzida a uma linhagem de célula tronco 
pluripotente. Exemplo importante do que ocorre durante o processo de cicatrização é a 
transformação dos fibroblastos em miofibroblastos contráteis na derme. Acredita-se que o 
mecanismo que leva a essas características de modificações dos fibroblastos está relacionado 
a sinalizações trocadas entre a matriz extracelular onde eles estão inseridos, as moléculas 
solúveis (ex.: citocinas, fatores de crescimento) presentes nesta matriz, os outros tipos 
celulares e os próprios fibroblastos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005).  
 
 
   
3.6. Colágeno 
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O colágeno é a proteína mais abundante do corpo, representando 30% das proteínas 
totais. Como toda proteína biológica, o colágeno é definido por quatro níveis de organização: 
primário, secundário, terciário e quaternário, podendo formar agregados supramoleculares. A 
estrutura primária da molécula é altamente conservada nos mamíferos e consiste em 
sequências triméricas de aminoácidos (Gly-X-Y)n com a presença de uma glicina a cada três 
aminoácidos, sendo que X e Y podem ser variáveis, onde 28% dos aminoácidos X são 
representados pela prolina e 38% dos Y pela hidroxiprolina. Quando duas cadeias se juntam, 
formam a estrutura secundária de poliprolina II, que se junta a uma terceira cadeia alfa para 
formar a estrutura terciária de pró-colágeno. A junção das três cadeias alfa para formar a tripla 
hélice de pró-colágeno ocorre no retículo endoplasmático rugoso (RER) e estas são secretadas 
para a matriz extracelular, onde se tornará o tropocolágeno (Figura 15) (HAY, 1981,  
RICARD-BLUM & RUGGIERO, 2005).  
                     
Figura 15: Esquema de formação das fibras de colágeno. A molécula consiste em três cadeias 
polipeptídicas com sequências regulares de três aminoácidos GLY-X-Y que se juntam para 
formar uma tripla hélice, chamada tropocolágeno. Somente a glicina pode acoplar-se dentro 
da tripla hélice. Fonte: http://fengshuivalencia.es/fengs/?page_id=426,  29/04/14. 
 
O tropocolágeno é a estrutura fundamental do colágeno, com aproximadamente 280 
nanômetros de comprimento e 1,5 nanômetros de diâmetro (Figura 5). Cada uma das suas três 
cadeias triméricas polipeptídicas (unidades alfa) contem aproximadamente 1050 aminoácidos. 
A característica elástica das suas moléculas é devida às ligações cruzadas intermoleculares de 
natureza covalente. As ligações intermoleculares concentram-se nas extremidades não 
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helicoidais das moléculas de tropocolágeno, denominadas regiões telopeptídicas ou porções 
carboxi, C-terminal e amino, N terminal.  
Acreditava-se que quando o pró-colágeno é secretado no meio extracelular as porções 
terminais seriam clivadas por enzimas e removidas, deixando as tripla hélices livres para a sua 
completa maturação e funcionalização, mas descobriu-se que isto ocorre somente nos 
colágenos Tipo I e III, que podem se ligar formando microfibrilas e feixes de colágeno. Os 
colágenos Tipo V e VI, por exemplo, possivelmente mantém suas terminações N- para 
impedir o crescimento estérico lateral de moléculas heterogêneas. Dentre as três cadeias que 
formam a tripla hélice,  duas apresentam sequências semelhantes, as chamadas cadeias alfa 1 
e a terceira, chamada alfa 2 apresenta sequência diferente. A glicina é um aminoácido que tem 
uma ligação de hidrogênio lateral suficientemente pequena para caber dentro dos 
empacotamentos da tripla hélice, o que faz com que ela apareça a cada três aminoácidos 
seqüenciais. Além disso, enquanto as glicinas estão viradas para dentro devido às restrições 
de caráter espacial, os grupos prolina e hidroxiprolina estão voltados para fora da tripla hélice 
ajudando na estabilidade da estrutura através de pontes de hidrogênio. O tropocolágeno é 
secretado no meio extracelular e as porções terminais são clivadas por enzimas, deixando as 
tripla hélices livres para se ligarem formando  microfibrilas e feixes de colágeno (LODISH, 
2000; MOUW et al., 2014).  
Já foram relatados mais de 28 tipos de colágeno, divididos em famílias e subfamílias 
de colágenos fibrilares e não fibrilares, que se diferenciam por suas cadeias alfa, codificadas 
geneticamente e combinadas de maneira a formar os seus diferentes tipos, com propriedades 
físicas, morfológicas e com distribuição e funções diversas nos tecidos (TRACY et al., 2014). 
Neste trabalho, dar-se-á mais importância aos colágenos Tipo I e Tipo III da superfamília dos 
colágenos fibrilares, que correspondem respectivamente a 90% e 10% do colágeno total da 
pele (RICARD-BLUM & RUGGIERO, 2005; SHOULDERS & RAINES; 2009; CALIARI et 
al., 2011; MOUW et al., 2014). Segue uma breve revisão sobre os colágenos presentes na 
pele: 
Colágeno Tipo I: É o colágeno mais abundante nos mamíferos, cerca de 90% dentre todos os 
colágenos. São moléculas heterotriméricas, constituídas por duas alfa 1 e uma cadeia alfa 2, 
que se interligam por pontes de hidrogênio (H-H). Essas cadeiais formam microfibras, que se 
juntam para formar fibras e feixes muito resistentes. É sintetizado pelos fibroblastos, 
odontoblastos e osteoblastos, e encontrado nos tendões, tecido conjuntivo frouxo, região 
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profunda da derme, ossos, dentina e ligamentos (MONTES, 1996). Essas fibras colágenas são 
acidófilas, corando-se de rosa pela técnica de hematoxilina-eosina e Ponceau SS (VIDAL & 
MELLO, 2005), de verde pela técnica de Masson, de róseo-avermelhadas pelo Picrosirius e 
amarronzadas pela prata. Também são birrefringentes, podendo ser examinadas ao 
microscópio de polarização com filtros Polaroid cruzados, onde as fibras aparecem brilhantes 
em fundo escuro. A birrefringência do colágeno será mais bem discutida no próximo item.  
Colágeno Tipo III: há autores que dizem que o colágeno Tipo III pode vir a formar colágeno 
Tipo I, com mais alto grau de organização e empacotamento das suas cadeiais (JUNQUEIRA, 
1979), e outros que o classificam como um colágeno diferente. Uma molécula homotrimérica 
constituída por três cadeias alfa 1, que formam fibrilas entre 35 e 60nm de diâmetro, que se 
associam para formar as fibras reticulares flexíveis, entre 0,5 e 2µm de diâmetro (LODISH, 
2000; ALBERTS et al., 2002). Desempenham papel de sustentação e estão frequentemente 
associadas ao colágeno Tipo I.  São encontradas em órgãos e tecidos que necessitam de um 
arcabouço estrutural maleável, como a região superficial da pele, a camada média dos vasos 
sanguíneos, a mucosa dos órgãos do trato digestório, respiratório  e reprodutor e órgãos 
parenquimatosos como baço, fígado, medula óssea, pulmões, etc. Durante o processo de 
cicatrização e nas fibroses em geral, o colágeno Tipo III é o primeiro a ser depositado, sendo 
depois substituído pelo colágeno Tipo I. As fibras reticulares não se coram com hematoxilina-
eosina, mas podem ser identificadas pela técnica de PAS (são PAS positivas), Picrosirius e 
por impregnação com nanopartículas de prata. São fibras argirófilas, coram-se de preto com a 
prata, enquanto as fibras colágenas do Tipo I corando-se de marrom, devido ao alto teor de 
glicídeos (ALBERTS, 2002).  
O baixo potencial imunogênico do colágeno (capacidade de induzir respostas 
imunogênicas), está relacionado a sua estrutura primária altamente conservada nos 
mamíferos, o que explica a sua utilização como xenoenxerto (enxertos provenientes de outras 
espécies que não a humana, exemplo o colágeno bovino). Ao longo da evolução ocorreram 
algumas variações na quantidade e na sequência de aminoácidos da cadeia polipeptídica do 
colágeno, no entanto a composição essencial e o arranjo supramolecular característicos desta 
proteína fibrosa se preservaram (RICARD-BLUM, 2011). 
A antigenicidade (capacidade de interagir com anticorpos), também é baixa, mas há 
determinantes tipo-específicos localizados principalmente nas porções telopeptídicas amino 
terminal e carboxi terminal do colágeno, em especial na cadeia alfa 2, que podem ser 
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antigênicos. É possível reduzir o potencial antigênico solubilizando essas regiões com 
pepsina, mas isso resulta na diminuição da estabilidade molecular, uma vez que as ligações 
intermoleculares naturais conectam-se nestas regiões. Uma das alternativas é a introdução 
artificial de ligações intermoleculares para prolongar a sobrevida dos enxertos, diminuindo a 
resposta imune celular do hospedeiro. O glutaraldeído representa hoje em dia a substância 
mais usada com esta finalidade (RICARD-BLUM, 2011). 
 Devido a sua baixa imunogenicidade e antigenicidade o colágeno extraído da pele e 
tendão de bovinos quando comparado a outros biomateriais (ex.: níquel, látex) tem sido usado 
para a produção de inúmeros dispositivos na área médica, incluindo suturas para a pele, 
enxertos ósseos e cosméticos (scaffolds).  
 
3.6.1. Birrefringência do Colágeno 
 
As cadeias de colágeno, dependendo do seu grau de agregação e cristalinidade, têm 
uma organização supramolecular que, no estado fresco, são brancas e quando observadas ao 
microscópio polarizado com filtros Polaroid cruzados, aparecem brilhantes em fundo escuro. 
Esta característica é devida as propriedades físico-mecânicas de birrefringência e da 
anisotropia óptica, que é um fenômeno de ordem espectral que identifica componentes 
macromoleculares (VIDAL, 1990; RIBEIRO et al., 2013).  
Os materiais anisotrópicos apresentam índices de refração diferentes em cada direção 
de propagação da luz, que também se propaga com velocidades diferentes de transmissão. 
Quando o material é isotrópico a luz polarizada se propaga com a mesma velocidade, 
independente do plano de incidência, o que quer dizer que esses materiais têm o mesmo 
índice de refração em todas as direções. O índice de refringência é positivo se o índice de 
refração for maior no sentido longitudinal da fibra do que no sentido perpendicular, e 
negativo do contrário (PIMENTEL, 1981; VIDAL, 1987;2007).  
Além do colágeno há outras moléculas biológicas anisotrópicas e birrefringentes como 
a celulose, queratina, microtúbulos, miosina, filamentos intermediários e actina. Essas 
moléculas são constituídas por um arranjo hierarquizado de agregados fibrilares, com cadeias 
longas que se organizam em feixes paralelos e não apresentam simetria interna (RIBEIRO et 
al., 2013).  
A birrefringência pode revelar muito da morfologia, da ordem molecular e da 
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heterogeneidade de orientação das fibras. No entanto, no caso específico do colágeno ela 
dependerá de fatores como o estágio de maturação da proteína, grau de agregação, 
cristalinidade e localização do colágeno no tecido.   
As fibras de colágeno podem se organizar em feixes de fibras paralelas. As fibras têm 
diâmetros entre 1 e 20 µm. Segundo o especialista em colágeno Dr. Vidal (2005): “uma 
compreensão clara da organização das fibras de colágeno nos tecidos da pele pode ser 
importante na interpretação das suas relações estruturais-funcionais, em condições normais e 
patológicas” (VIDAL & MELLO, 2005; RIBEIRO et al., 2013). 
O dicroísmo linear é a absorção seletiva de luz polarizada, ou a propriedade de 
absorver diferentes comprimentos de onda de uma luz polarizada em diferentes graus, 
dependendo da relação entre o plano de polarização e o eixo óptico considerado. A 
birrefringência ocorre quando ressonadores eletrônicos em um meio com mais de um índice 
de refração mostram direções preferenciais de simetrias, fazendo com que o meio transmita 
luz em diferentes direções de polarização ou propagação.  
 
3.7. Processo de Cicatrização Tecidual  
 
 
O resultado da remodelação do tecido do hospedeiro pode ter dois padrões distintos 
um que resulta na regeneração e outro na reparação do tecido. A reparação, também 
conhecida por cicatrização fibrótica, é a oclusão de uma ferida restabelecendo a função  
homeostática (equilíbrio entre a síntese e a degradação celular e da matriz extracelular); neste 
caso, geralmente ocorre contração do tecido e há formação de cicatrizes (GURTNER et al., 
2008). A regeneração, além de restabelecer a hemostasia do microambiente, restabelece as 
funções fisiológicas e estéticas naturais do tecido perdido, evitando a contração das feridas e 
formação de cicatrizes (YANNAS, 2005b).  Existem mecanismos por trás de uma resposta 
construtiva e funcional de remodelação de lesões que incluem a participação de uma 
população de células progenitoras e uma resposta imune relacionada aos macrófagos M2 
(SICARI et al., 2013). 
Há um padrão de resposta à regeneração que se repete em todos os tipos de tecidos e 
na maioria dos mamíferos, e envolve três fases: 1) inflamação (hemostasia), 2) proliferação 
(formação de tecido de granulação com deposição de matriz extracelular) e 3) remodelação. 
Qualquer falha no processo de cicatrização pode resultar em ausência de fechamento da ferida 
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ou retardo na cicatrização, encapsulamento no caso das reações ao corpo estranho ou no 
desenvolvimento de cicatrizes patológicas, como queloides e cicatrizes hipertróficas 
(YANNAS, 2005a; GURTNER et al., 2008, HOLLOWAY et al., 2012). As referências 
quanto ao tempo de duração de cada fase da cicatrização variam muito, já que é um processo 
complexo e que envolve inúmeras inter-relações e graus de intensidade (Figura 16).  
 
Figura 16: Fases do processo de cicatrização tecidual. Os períodos podem variar de caso para 
caso, dependendo da gravidade do trauma e do tecido. Fonte: adaptado de Pilonidal.org, 
(2016). 
 
Com a perda da integridade tecidual, imediatamente após a lesão, inicia-se a primeira 
fase da cicatrização, a inflamação, fase que pode levar horas ou dias e contém neutralizadores 
ou agentes que diluem o causador do dano no tecido. A hemostase é o estágio inicial da 
inflamação, quando ocorre a ruptura de vasos e com o extravasamento sanguíneo, à área 
lesada é preenchida com plasma e elementos celulares, principalmente plaquetas. A agregação 
plaquetária forma um coágulo que trabalha como um tampão, rico em fibrina, que além de 
restabelecer a hemostasia e formar uma barreira contra a invasão de microrganismos, organiza 
uma matriz provisória necessária a migração celular. Nessa fase e na fase seguinte são 
liberados grânulos ricos em fibronectina, que são armazenados na matriz e auxiliam no 
aumento da adesão de fibroblastos ao tecido; também são liberados serotonina, que aumenta a 
permeabilidade capilar, e fator de crescimento (PDGF), que estimula a proliferação de 
fibroblastos (WERNER & GROSE 2003; MENDONÇA & COUTINHO-NETTO, 2009).  
Apesar de muitos aspectos da comunicação célula/célula e MEC/células 
permanecerem obscuros, é inquestionável que as células são responsáveis pela liberação de 
INFLAMAÇÃO 
4-6 dias 
Organismo envia fluidos para a região 
da lesão para limpeza e preparo da 
cicatrização 
PROLIFERAÇÃO 
4-60 dias 
Migração celular, fechamento da 
lesão, crescimento de neotecido 
REMODELAÇÃO 
60- 2 anos 
Crescimento de novas terminações 
nervosas, tecido se remodela e 
elasticidade é reparada  
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fatores de crescimento e outras moléculas sinalizadoras que interferem ativamente na ferida, 
modulando o microambiente e as respostas celulares (PEACOCK, 1990). Estudos mostram 
que a organização supramolecular da matriz extracelular é um recurso de sinais para as 
células (VIDAL, 1966; MCHALE, 2013; BROWN & BADYLAK, 2014). Um sistema de 
feedback é proposto por Vidal (1993) para tentar explicar a troca de sinais entre a ordem 
molecular do colágeno, ácidos proteoglicanos e outras proteínas estruturais não colagênicas 
da matriz extracelular que possibilitam o tráfico biomecânico de metabólitos e outros eventos 
como a morfogênese ou a remodelação de tecidos.  
  Os fibroblastos secretam colágeno para formação de uma nova matriz extracelular 
(MEC), que preenche o vazio e dá suporte estrutural para que novo tecido possa proliferar 
(ANTONICELLI et al., 2009). Ainda nesta fase, os neutrófilos (células mais abundantes no 
sangue) migram para promover a degranulação das plaquetas, degradar produtos microbianos 
(bactérias) e recrutar mais neutrófilos a partir dos vasos adjacentes não lesados. Após, 2-3 
dias (GURTNER et al., 2008) monócitos são ativados por ligantes e atraídos por alterações 
físico-químicas do microambiente	 para a região da ferida, onde se transformam em 
macrófagos que auxiliam os neutrófilos na eliminação de microorganismos e de fragmentos 
teciduais, inclusive removendo por fagocitose os neutrófilos que perderam função 
(NEWMAN et al., 1992).  
Os macrófagos, apresentando seus peptídeos às células T auxiliares (RICHES, 1996; 
DI PIETRO, 1995), fazem o elo entre o sistema imune inato e o adaptativo. Nas regiões onde 
os vasos se romperam formam-se trombos e o suprimento de oxigênio fica comprometido. O 
influxo de neutrófilos e macrófagos ativados para esta região aumenta a demanda por 
oxigênio com conseqüente elevação das concentrações de ácido láctico e queda do pH. Esta 
combinação de hipóxia, pH baixo e alta concentração de ácido láctico, ativa os macrófagos 
para a produção de fatores de crescimento (MARTIN & LEIBOVICH, 2005).  
Os linfócitos são o último tipo celular a migrar para a lesão na fase de inflamação 
liberando interleucinas e interferon, que auxiliam na resposta imune e na lise celular do 
coágulo pela invasão celular de fibroblastos.  
Portanto, a inflamação é essencial ao processo cicatricial, sendo caracterizada por 
aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia das células da circulação para o interior da 
lesão e liberação local de citocinas e de fatores de crescimento.  
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A segunda fase da cicatrização, proliferação, caracteriza-se pela proliferação e 
migração de diferentes tipos celulares e revascularização da região (angiogênese). O principal 
tipo celular dessa fase são os fibroblastos (BALBINO et al., 2005), responsáveis por produzir 
colágeno (principal proteína da matriz extracelular). O processo de formação de um novo 
tecido conjuntivo é conhecido como fibroplasia, nesta fase, graças à ação de fatores de 
crescimento e à baixa tensão de oxigênio ocorre a neovascularização da região, que permite a 
troca de gases e a nutrição das células. 
Com a fibroplasia, por volta do quarto dia, se inicia a formação do tecido de 
granulação composto por macrófagos, fibroblastos e vasos neoformados e suportados por uma 
matriz frouxa de fibronectina, ácido hialurônico e colágeno tipos I e III  Este tecido é 
edematoso e caracterizado pela presença de muitos espaços vazios, devido à imaturidade dos 
vasos, os quais, são extremamente exudativos e sangram com facilidade. Ao ser observada a 
olho nu, a superfície deste tecido parece conter muitos grânulos. Na verdade, estes nada mais 
são que as extremidades rombas de vasos neoformados que estão organizados 
perpendicularmente em direção à superfície e possuem uma coloração vermelha escura 
(GURTNER et al., 2008). 
Os fibroblastos na ferida passam por alterações fenotípicas, influenciados 
principalmente pelas citocinas liberadas pelos macrófagos, caracterizando-se por maior 
síntese de colágeno e contração.  
A fase de remodelação tem início a partir da terceira, quarta semana do trauma, e pode 
se estender por mais de 2 anos. Caracteriza-se pela maturação do tecido e deposição de 
colágeno. Com a rápida eliminação da fibronectina, por ação de proteinases, o colágeno Tipo 
III vai sendo gradualmente substituído por feixes de colágeno Tipo I, que são mais resistentes 
a tração. A resistência do tecido aumenta progressivamente durante o processo cicatricial, mas 
o tecido nunca recupera 100 % das propriedades de um tecido não danificado.  
3.8. Uso Terapêutico dos Óleos Naturais 
 
 
 A fitoterapia, etimologicamente vem da palavra grega Phyton (plantas) e Therapeia 
(tratamento), ou seja, tratamento através das plantas.  
A medicina popular, ou também chamada medicina alternativa, utiliza plantas e óleos 
essenciais para a terapia curativa e preventiva. Devido à grande biodiversidade e 
miscigenação das culturas: indígenas, negra, cabocla, oriental e europeia que difundem 
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costumes e conhecimentos sobre o assunto ao longo das gerações e ao elevado custo dos 
medicamentos industrializados, a medicina alternativa é extremamente difundida no Brasil 
(PIERI et al., 2009).  
Mundialmente estima-se, que a porcentagem da população que utiliza tratamentos não 
convencionais, inclusive a fitoterapia, é de 10% na Dinamarca, 33% na Finlândia, 49% na 
Austrália e 48% nos Estados Unidos (NATALIA, 2003). Na América Latina, estes valores 
não são exatos, pois os produtos são utilizados indiscriminadamente, mas os valores tendem a 
ser ainda mais altos (ARNOUS, 2005). 
Nos últimos anos, com a valorização da medicina popular e o incentivo ao uso de 
produtos renováveis e biodegradáveis, houve um aumento das pesquisas científicas sobre os 
agentes fitoterápicos para o desenvolvimento de fármacos e dispositivos médicos mais baratos 
e com efeitos semelhantes ou melhores aos convencionais. Mais de 25% dos medicamentos 
em uso são derivados naturais ou produtos semissintéticos de origem natural 
(VALDERRAMAS, 2006).  
Portanto, considerando que o Brasil é reconhecido internacionalmente por possuir a 
maior reserva florestal diversificada do planeta e ciente do potencial da sua flora para o uso 
na medicina, o óleo-resina de copaíba com elevadas propriedades fitoterápicas da espécie: 
Copaifera langsdorffii foi selecionado para ser utilizado nesta pesquisa (VEIGA et al. 2002; 
PAIVA et al., 1998, 2004, COSTA-LOTUFO et al., 2002, MACIEL et al., 2007, PIERI et al., 
2009, SILVA et al., 2009)  
Ainda é incipiente o que existe de trabalhos científicos sobre esses óleos (MACIEL 
M.A.M. et al., 2002). A maior parte das publicações são ensaios empíricos baseados no dito 
popular (MALAFAIA et al., 2006). Sobre óleos incorporados a materiais fibrosos, há somente 
uma patente depositada em 2009 (Ref. WO2009/045042 A1) (AMORENSE LTD, 2009) que 
fala em nanofibras e não cita o gênero Copaifera ssp (GIESBRECHT P.C.P., 2011). 
 
3.8.1. Copaíba (Copaifera langsdorffii)  
 
O óleo de copaíba é utilizado para fins medicinais desde o século XVI, empregado 
pelos povos da Amazônia para uso tópico ou por ingestão para o tratamento de enfermidades 
tais como, feridas, queimaduras, inflamações, cistites, bronquites, diarréias crônicas, 
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reumatismo e psoríase (ver Tabela 3). Existem 35 espécies descritas do gênero Copaifera 
(Leguminosae) (Figura 17) encontradas principalmente em áreas tropicais da América do Sul 
(Brasil, Argentina, Bolívia, Guiana, Colômbia, Peru e Venezuela). As principais espécies 
utilizadas para fins medicinais são: a C. Langsdorffii (VEIGA et al. 2002; PAIVA LA et al., 
1998, 2004, LOTUFO et al., 2002, MACIEL et al., 2007, PIERI et al, 2009, SILVA et al., 
2009), encontrada principalmente nos cerrados do Brasil Central, a C. Reticulata da região 
amazônica, e C. Officinalis, que ocorre amplamente na América do Sul, incluindo a 
Amazônia (VEIGA Jr. et al., 1997). 
 
Figura 17: Árvore da espécie C. Langsdorffii. Fonte: http://oleosessenciais.org  
 
Esse óleo teve seu primeiro registro na medicina europeia em 1625 e foi trazido de 
volta ao Brasil pelos jesuítas, conhecido como bálsamo jesuíta. Hoje é importado por muitos 
países para uso medicinal (Figura 18). Nos Estados Unidos, foi uma droga oficial na 
Farmacopéia EUA 1820-1910  (VEIGA et al., 2002):  
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Figura 18 - Participação dos principais países importadores de óleo-resina de copaíba no 
volume total exportado pelo Brasil. Fonte: Veiga et al., 2002. 
 
Pelo manejo extrativista e sustentável podem ser extraídos 40 litros de óleo-resina por 
ano de cada árvore de copaíba que chega a 30 m de altura. A extração é feita por incisões ou 
perfurações no tronco e a sua coloração amarelada a marrom depende do grau de oxidação 
que sofreu em contato com o ar. A figura 19 mostra a venda do produto nas feiras de 
Manaus/AM e a extração do óleo pela população local das florestas da Amazônia. 
   
Figura 19: a) venda do produto nas feiras de Manaus/AM e b) a extração do óleo de copaíba 
pela população local das florestas da Amazônia. Fonte: próprio autor. 
 
O analito extraído da C. langsdorffii é referido como um óleo-resina, pois é constituído 
por 45% de óleos essenciais voláteis e ácidos, e 55% de resina. As estruturas químicas 
predominantes desse óleo-resina são os isoprenos ou também chamados terpenos: 
monoterpenos, diterpenos, sesquiterpenos e os fenilpropenos (Figura 20). Esses compostos 
líquidos normalmente exalam odores, são solúveis em solventes orgânicos e têm solubilidade 
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limitada em água. São metabólitos secundários e atuam como mecanismos de defesa a 
predação de microorganismos (bactérias, fungos, vírus e protozoários), insetos e herbívoros 
(SIMÕES et al., 1999).  
 
        
Figura 20: Principais compostos terpênicos do óleo-resina de copaíba, diterpenos (ácido 
copálico, ácido hardwickiico, ácido caurenóico) e sesquiterpeno, cariofileno. Fonte: adaptado 
de Veiga et al., 1997. 
 
3.8.2. Atividades Farmacológicas do Óleo-resina de Copaíba 
 
Tentando relacionar as diversas atividades farmacológicas do óleo-resina de copaíba 
com a constituição química de várias espécies, estudos tem mostrado potencial farmacológico 
do óleo-resina, como anti-inflamatório (BASILE et al., 1988; VEIGA et al., 2001; 
CARVALHO et al., 2005, MACIEL et al.,2007), analgésico (FERNANDES et al., 1992), 
antitumoral (OHSAKI et al., 1994; LIMA et al., 2000; COSTA-LOTUFO et al., 2002; 
PEDREIRA, 2007),  cicatrizante (PAIVA et al., 2002b, MONTES et al., 2009; CARVALHO 
& MILKE, 2014), gastro-protetor (PAIVA et al., 1998), antiedematogênico, e bactericida 
(CASCON & GILBERT, 2000; TINCUSI et al., 2002). Com base no estudo de Tappin e 
colaboradores (2004) sobre a composição do óleo-resina e seu o efeito farmacológico fizemos 
um levantamento de dados bibliográficos (Tabela 3). 
Muitos dos componentes isolados e detectados nos óleos de copaíba tiveram suas 
propriedades farmacológicas descritas na literatura. Alguns estudos atribuem aos ácidos 
diterpênicos, como o ácido caurenóico (Kaur-16-en-19-oic, caurano) atividade  anti-
inflamatória (CARVALHO et al., 2005, MACIEL et al.,2007, CARVALHO & MILKE, 
2014). Paiva e colaboradores induziram colites por ácido acético em ratos e os resultados 
comprovaram o potencial anti-inflamatório do ácido caurenóico (PAIVA et al., 2002a). Em 
contra partida, Costa-Lotufo e colaboradores demonstraram ação oposta utilizando o mesmo 
CARIOFILENO 
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componente extraído da C. Langsdorffii e obtiveram resultados citotóxicos (hemólise), dose 
dependente, em células de ratos e eritrócitos humanos. No mesmo trabalho, obtiveram 
resultados satisfatórios do ácido caurenóico agindo como inibidor de crescimento de células 
tumorais (COSTA-LOTUFO et al., 2002).  
 
Tabela 3 - Relação entre as atividades farmacológicas e os constituintes químicos do óleo de 
copaíba: 
Espécie 
Atividade 
farmacológica 
Modelo 
farmacológico 
Frações, substâncias 
caracterizadas/ 
isoladas Resultado/Referências 
Várias 
Espécimes  Antiinflamatória  
(i) edema de pata/carregenina (0,70-
2,69 mL/Kg) 
β-cariofileno, β-
cubebeno, β-
bisaboleno, outros 
(30-40% eficácia (Basile et 
al., 1988) 
    
(ii) granuloma (doses repetidas, 6 dias 
1,26 mL/Kg)     
    (iii) permeabilidade vascular/histamina     
8 amostras 
comerciais Antiinflamatória  
(i) edema de pata/carregenina (30 
mg/Kg) 
β-bergamoteno, β-
cariofileno, α-
aromadendreno nas 
frações ativas 
Inibições: 14-56% em (i) e 
37-62% em (ii) (Veiga et al., 
2001) 
    
(ii) edema de pata/bradicinina (30 
mg/Kg)     
Espécies 
comerciais Cicatrizante 
Modelo de ferida aberta (tamanho 
punch 1,5cm)  Não citado  
Tecido de granulação e 
neovasos (Brito et al., 1999) 
- Analgésica 
(i) contorção abdominal por ácido 
acético 
Ácido copálico 
(diterpeno) 
Menos potente que 
indometacina (Fernandes et 
al., 1989) 
    ii) difusão peritonial de azul de Evans     
Copaifera 
cearencis 
Antiinflamatória, 
analgésica  
(i) edema de pata/carregenina (500 
mg/Kg) Não citado  
Menos potente que 
indometacina, dose-
dependência observada 
(Fernandes et al., 1992) 
    
(ii) contorção abdominal por ácido 
acético     
    (iii) difusão peritonial de azul de Evans     
Copaifera 
duckei  
Analgésica, 
cicatrizante Excisões em ratos Não citado  
Tecido de granulação e 
neovasos (Carvalho et al., 
2005) 
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Copaifera 
langsdorffii Antiinflamatória  
Edema de orelha/óleo de cróton: 
modelos oral e tópico   
Eficácia em aplicação oral; 
(FV eficaz em tópica (Paiva et 
al., 1996) 
Copaifera 
langsdorffii Antinociceptiva 
(i) contorção abdominal por ácido 
acético 
Óleo bruto(OB) e 
fração volátil (FV) 
Inibições (27% e 52%) 
sigunificantes em (i) (Santos 
et al., 1996) 
    
(ii) teste de placa quente (200 e 400 
mg/Kg)     
Copaifera 
langsdorffii 
Efeito 
gastroprotetor 
Lesões gástricas induzidas por etanol, 
indometacina e estresse hipotérmico 
(400 mg/Kg) Não há 
Eficácia no aumento do suco 
gástrico (Paiva et al., 1998) 
Copaifera 
langsdorffii Cicatrizante 
(i) aceleração de cicatrização em 
feridas abertas 
70% diterpenos, 
sesquiterpenos, 
ácidos caurenóico e 
poliáltico 
Aceleração até o 9°dia em (i) 
e até o 5° dia em (ii)(Paiva et 
al., 2002) 
    
(ii) aceleração de cicatrização em 
incisões     
Copaifera 
langsdorffii Antitumoral   
Ácido Caurenóico 
(diterpeno) 
Inibidor de crescimento de 
células tumorais (Costa-
Lotufo et al., 2002) 
 
                                                                                  Fonte: adaptada de Tappin et al., 2004. 
 
Como mostra a Tabela 4, a maior incidência de diterpenos é encontrada na espécie C 
Langsdorffii (espécie utilizada nessa pesquisa): 
 
Tabela 4 - Número de diterpenos encontrados nos óleos de copaíba autênticos: 
 
                                                                                                                 Fonte: Veiga et al., 1997. 
 
Ao  analisar o potencial genotóxico do óleo de copaíba, rico em ácido caurenóico, 
Cavalcanti e colaboradores provaram que este ácido não induz danos elevados no DNA das 
células, nem nas freqüências de micronúcleos nos testes estudados, mas a exposição em 
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maiores concentrações do ácido causou um aumento significativo no índice de dano celular e 
freqüência (CAVALCANTI NETO et al., 2005). 
Ainda sobre as atividades dos diterpenos, foram descritas atividades antibacterianas 
gram-positivas para os ácidos copálico e caurenóico em estudo que comparou esses dois 
componentes ao antibiótico cefotaxima (TINCUSI et al., 2002). 
No entanto, há estudos que atribuem as atividades farmacológicas aos sesquiterpenos, 
principalmente ao cariofileno e ao óxido cariofilênico. Há referências a esses dois 
componentes, como anti-edêmico, anti-inflamatório (SHIMIZU et al., 1990), antitumoral 
(ZHENG et al., 1992), bactericida (KANG et al., 1992), insetífugo (JACOBSON, 1990) e 
antialérgico. 
Outros sesquiterpenos também descritos na literatura com atividade anti-úlcera, são o 
ar-curcumeno e o β-bisaboleno. O bisabolol, principal constituinte da camomila (Matricaria 
chamomilla), também presente na copaíba é conhecido por conferir propriedades 
antiinflamatória e analgésica. O β-elemeno é descrito como anticancerígeno (cérvico) e o δ-
cadineno como anti-cariogênicos e bactericida. Estudo realizado por Veiga Jr. e colaboradores 
descreve o cariofileno como principal responsável pelos efeitos analgésico, antiinflamatório, 
antisséptico e cicatrizante, quando aplicados via oral ou tópica (VEIGA Jr. et al., 1997).  
Os sesquiterpenos, por serem menores e mais voláteis, têm capacidade de permeação 
transdérmica maior que os diterpenos (AQIL et al., 2007).  Oliveira et al., (2010) utilizou o 
óleo de copaíba como carreador do ácido kójico, usado pela indústria de cosméticos como um 
agente despigmentante da pele e extraído da fermentação do arroz. A partir de testes in vitro o 
estudo utilizou membranas da pele de cascavel para medir a penetração cutânea do 
despigmentante e concluiu que os terpenos presentes no óleo–resina auxiliam na difusão 
desse agente.  
Quanto ao potencial mutagênico e carcinogênico do óleo-resina de copaíba, nada se 
comprovou até hoje. Existem trabalhos que falam sobre o potencial mutagênico e 
carcinogênico de terpenos isolados. Veiga Jr. (2002) indica a preferência pelo uso 
farmacêutico de óleos-resina que contenham principalmente hidrocarbonetos puros sem 
grupos funcionais para uso medicinal. 
Estudo realizado em 2001 por Veiga Jr. e colaboradores avaliou a ação inibidora de 
edemas em ratos após aplicação de amostras de óleo de copaíba comercializados em oito 
diferentes regiões do Brasil. Neste estudo eles também fracionaram, os óleos constatando que 
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a fração contendo hidrocarbonetos teve maior atividade antiinflamatória do que as frações de 
álcoois sesquiterpênicos e ácidos diterpênicos. 
Carvalho e colaboradores (2005) avaliaram a atividade analgésica e cicatrizante da 
espécie Copaifera duckei em excisões feitas em ratos. Por análises macroscópicas observou 
aumento no diâmetro da crosta das feridas, perda de pelo e presença de escaras em torno das 
lesões. Com a posterior análise microscópica concluiu que essas reações são benéficas ao 
processo de cicatrização, pois constatou abundante presença de tecido de granulação e maior 
quantidade de vasos sanguíneos (CARVALHO et al., 2005).  
A atividade cicatrizante também foi estudada por Brito com óleos comerciais (1999), 
utilizando modelo de ferida aberta (tamanho punch 1,5cm) em ratos. O óleo de copaíba 
quando aplicado as feridas na região dorsal estimulou a formação de tecido de granulação e 
aumentou o número de vasos sanguíneos, porém, houve diminuição da quantidade de fibras 
colágenas. Houve maior reação inflamatória em comparação ao controle com soro fisiológico 
(BRITO et al., 1998). 
Paiva utilizou óleo da espécie Copaifera langsdorfii (PAIVA et al., 2000) para avaliar 
a cicatrização em feridas abertas (tamanho punch: 2cm) por incisão em ratos e acompanhou a 
contração das feridas excisadas, medindo a resistência à tração na cicatrização. A aplicação 
tópica de óleo-resina acelerou a contração da ferida, indicando o efeito benéfico da óleo 
resina de C. langsdorffii na cicatrização de lesões (PAIVA et al., 1998; PAIVA et al., 2002b). 
Em análise comparativa dos resultados obtidos por Brito et al. (1999) e Paiva et al. 
(2002), Cavalcanti Neto (2005) ansiando o processo de cicatrização pelo controle da infecção 
bacteriana no processo de cicatrização em feridas cutâneas abertas (tamanho punch: 0,4cm) 
em dorso de ratos machos (raça Wistar) adultos utilizou como controle químico de placa 
bacteriana o digluconato de clorexidina a 0,12% e soro fisiológico a 0,9%. Com duas 
aplicações tópicas diárias dos controles e do óleo-resina da C. reticulata por 15 dias, 
constatou que não houve diferenças significativas nos períodos inicial (1 dia) e final (15 dias) 
quanto ao padrão de cicatrização entre os tratamentos. Entretanto, no período intermediário de 
7 dias, as feridas cutâneas estavam completamente epitelizadas, apesar do óleo apresentar um 
processo de reparo do tecido conjuntivo mais lento (CAVALCANTI NETO et al., 2005). 
Brito e Paiva observaram o fechamento incompleto das lesões nesse período e maior reação 
inflamatória do óleo-resina, provavelmente devido ao tamanho maior das feridas incisadas.  
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Zanini e colaboradores (BASILE et al., 1988) estudaram a atividade antiinflamatória 
de um óleo-resina comercial (não identificado no trabalho) utilizando ratos como modelo 
animal, houve inibição de edema, inibição de formação de granuloma e aumento de 
permeabilidade vascular. Seus resultados indicam que o óleo possui atividade antiinflamatória 
e baixa toxidez. Apesar dos efeitos adversos por altas doses do óleo (irritação gastro-
intestinal, diarréia, sialorréia e depressão do sistema nervoso central), seu uso é plenamente 
justificado na medicina popular.  
A atividade gastroprotetora do óleo de Copaifera langsdorfii foi avaliada em lesões 
gástricas induzidas por etanol e indometacina. Ratos pré-tratados com o óleo desta copaíba 
foram protegidos em doses a partir de 400 mg/kg. Os resultados obtidos sugerem que a ação 
deste óleo se deve à diminuição de acidez gástrica, provavelmente através da promoção da 
secreção de muco gástrico e bicarbonato (PAIVA et al., 1998). 
Fernandes e colaboradores estudaram o efeito analgésico e antiinflamatório dos óleos 
de Copaifera cearensis, comparando-os com os da indometacina e com o de alguns derivados 
isolados de óleos de copaíba como o ácido copálico, o éster metílico do ácido solidago e 
bisabolol. Os resultados do estudo indicam que o óleo possui atividades antiinflamatória e 
analgésica maiores que aquela dos três compostos estudados isoladamente, porém menores 
que as da indometacina (FERNANDES et al., 1992). 
As propriedades cicatrizantes de feridas e úlceras do óleo de copaíba foram estudadas 
em óleos comerciais por Brito et al.(1998) e nos óleos de Copaifera langsdorffii, por Paiva et 
al. (1998). 
Brito avaliou a ação do óleo quando aplicado no colo uterino (mucosa vaginal) de 
ratas e demonstrou um aumento nas ileiras de células no epitélio, observando também a 
presença de células queratinizadas na superfície (BRITO et al., 2001).  
O óleo da espécie C. Langsdorffii foi estudado em 1985 por El Nunzio e citado na 
literatura como agente bactericida das espécies Escherichia coli e Staphylococcus aureus (El 
NUNZIO, 1985). Testes com a Copaifera multijuga Hayne para as bactérias S. mutans e S. 
sanguinis também foram realizados em cimento odontológico e o óleo-resina apresentou um 
grande potencial para o uso deste veículo (VASCONCELOS et al, 2008).  
Como visto, o óleo de copaíba pode apresentar algumas substâncias de propriedades 
irritantes, que causam efeitos colaterais como no trato urinário, inflamações e lesões renais 
(CASCON, 2004), distúrbios gastrointestinais (PIO CORREA, 1931) e ainda sensibilidade 
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cutânea (VEIGA JUNIOR et al., 2002). Doses excessivas do óleo certamente devem ser a 
principal causa da manifestação dos efeitos colaterais.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. Equipamento de Eletrofiação 
 
O método empregado para a produção das fibras foi a técnica de fiação eletrostática, 
ou electrospinning. O equipamento do laboratório foi montado pelos alunos envolvidos no 
projeto, com auxílio financeiro da FAEPEX/FUNCAMP, que no decorrer da pesquisa passou 
por adaptações para otimização do sistema giratório de coleta das fibras (Figura 21): 
     
Figura 21: Coletores metálicos utilizados durante a pesquisa: A) equipamento de eletrofiação 
com coletor fixo de fibras e B) dispositivo giratório para coleta de fibras, movimento nos 
eixos X e Z, com controle digital de velocidade (Construído pela empresa HEO3D) (Fonte: 
http://www.heo3d.com/).  
 
Outros dispositivos de eletrofiação também foram usados para a produção das fibras, na 
empresa The Electrospinning Company em Oxford na Inglaterra (Figura 22) e na 
Universidade de Cornell nos Estados Unidos (Figura 23): 
      
Figura 22: Equipamento de eletrofiação do laboratório da empresa inglesa The 
Electrospinning Company/UK. 
SERINGA 
COLETOR DE FIBRAS 
FONTE 
CONTROLADOR DE VAZÃO 
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Figura 23: Equipamento de eletrofiação do laboratório do Prof. Juan Hinestroza do HEB na 
Universidade de Cornell. Sistema com movimento giratório em dois eixos X e Z, controle 
digital de velocidade, temperatura e umidade.  
 
O dispositivo consiste em uma bomba de vazão controlada de deslocamento 
positivo, um anteparo de alumínio ou cobre que pode ser fixo ou giratório para a deposição 
das fibras, uma fonte de alta tensão com voltagem controlada de 0-30KV e, no caso do 
equipamento utilizado na empresa TESC/UK, um controlador de umidade e temperatura. O 
aparato deve ser isolado dentro de capela ou “caixa” adequada para auxiliar no isolamento 
elétrico dos eletrodos, na proteção contra solventes fortes e manter relativa esterilidade do 
material produzido. 
 
4.2. Produção das Fibras Poliméricas (Scaffolds) 
 
 
Foram preparadas soluções de poli(ácido láctido-co-glicólido) (PLGA) 50:50, peso 
molecular médio de 40 -75 K (PURASORB, 5004, Purac., Reino Unido) em concentrações 
crescentes de 7,5%, 10%, 12,5% e 15% (peso/peso) dissolvido em 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol (HFIP) (Sigma Aldrich/EUA). O solvente diclorometano também foi testado, mas 
não produziu fibras uniformes como o HFIP.  
Para o preparo das fibras incorporadas com óleo-resina de copaíba, o óleo da espécie 
Copaifera langsdorffii foi comprado da empresa WNF: World's Natural Fragrancies- 
phytotechnologies e 1% (m/m) foi adicionado às soluções pré-eletrofiadas. Concentrações 
maiores que 1% foram testadas, mas formavam soluções bífasicas, não homogêneas.  
No equipamento de eletrofiação as soluções foram entregues a uma taxa de 
		
 
76	
alimentação constante da bomba de infusão, que variou de acordo com a concentração do 
polímero, entre 0,5-1,4 ml/h e com uma voltagem de aceleração entre 9 e 15 kV fornecido por 
uma fonte de alimentação de alta tensão. As matrizes fibrosas foram recolhidas em folhas de 
papel alumínio envolvidas em torno de um coletor rotativo ligado ao terra a 30 cm da ponta 
da agulha e seringas de 10 mL foram usadas. As fibras foram fiadas até atingirem espessura 
de 50 µm.  
Para retirada de qualquer resíduo volátil proveniente do processo, as amostras foram 
secas por 12 horas em estufa a vácuo. Todo material foi esterilizado com radiação gama (γ) 
(condição, dose aplicada: 20 KGy) na Compania Brasileira de Esterilização –CBE 
(Sterigenics International LLC), método mais indicado pelas agências reguladoras FDA e 
ANVISA. Diâmetros de filamentos, espessura, análises de morfologia e porosidade foram 
realizadas por microscopia eletrônica de varredura (MEV). 
 
4.2.1. Viscosidade das Soluções de PLGA  
 
As medições foram realizadas em reômetro de cilindros coaxiais: Brookfield 
Viscometer modelo DV-III (Figura 24) da empresa inglesa The Electrospinning 
Company/Oxford/UK. A anotação foi feita manualmente no decorrer dos ensaios. O princípio 
de operação do reômetro é medir o torque provocado pelo movimento rotacional de um 
spindle imerso no fluido teste através de uma mola calibrada. Com isso, é possível medir os 
valores de viscosidade (mPa.s), torque (%), tensão de cisalhamento (N/m2), taxa de 
deformação (1/s) e temperatura (°C). 
Os reômetros de geometria do tipo cilindros coaxiais promovem a deformação do 
material através de seu cisalhamento por meio da rotação de um elemento sensor no interior 
ou exterior da amostra. Um escoamento no espaço anular (ou gap) entre dois cilindros 
concêntricos é gerado quando um dos cilindros permanece em estado estacionário, enquanto 
que o outro, imerso na solução polimérica-teste, é submetido a uma rotação pré-definida (80 
rpm). Devido à velocidade rotacional imposta ao sistema, o líquido sofre uma força de 
resistência viscosa, que é função da geometria, velocidade de rotação do corpo e da natureza 
do fluido. 
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Figura 24: Reômetros Brookfield  Modelo DV-III. 
 
A viscosidade das quatro soluções de poli(ácido láctido-co-glicólido) (PLGA)  7,5%, 
10%, 12,5% e 15% (peso/peso) dissolvidas em 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP)  
foram medidas no reômetro (DV III, Brooksfield CO, USA), a 20 ºC, spindle SH 47 a 80 
rpm).  
 
4.3. Ensaios In Vitro  
 
Para os ensaios in vitro, as amostras foram esterilizadas com radiação gama pela 
Compania Brasileira de Esterilização –CBE (Sterigenics International LLC) e, utilizando um 
punch (instrumento cirúrgico), foram cortadas nas dimensões dos poços de placas de cultura 
de 12-poços, (Figura 25):  
              
Figura 25: O material foi esterilizado com radiação gama. As amostras de fibras foram 
fixadas com anéis de polietileno na base dos poços de placas de 12-wells. 
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Os  primeiros ensaios  in  vitro para  verificação  da  citocompatibilidade  do 
material foram realizados no Laboratório de Cultura Celular do Research Complex no 
Science and Technology Facilities Council (STFC) em Harwell/Oxford, Inglaterra. Na 
ocasião foram utilizados fibroblastos de pulmão de linhagem imortalizada (CCD-37lu, 
passagem 8). Os cultivos foram realizados em placas de 12 poços com meio HAM F-12 
(Sigma-Aldrich, UK), suplementado com 10% de soro fetal bovino SFB (Sigma- Aldrich, 
UK) e 1% de L-glutamina, trocado a cada dois dias e mantidos em estufa a 37ºC com 5% de 
CO2.  Foram adicionadas 3x104 células por poço e cultivadas pelo período de 3 e 6 dias 
(MILLÁS et al., 2014)  
Os  ensaios  in  vitro  subsequentes  foram  realizados  no  Laboratório de Cultura de 
Células da Pele (LCCP) do Centro de Investigação em Pediatria (CIPED) da Faculdade de 
Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas sob a supervisão da Profa. Dra. 
M a r i a  Beatriz Puzzi, com a colaboração da bióloga Jussara Rehder e do responsável técnico 
pelo laboratório Dr. Paulo Cesar Martins Alves. Nestes ensaios foram utilizadas linhagens 
primárias de fibroblastos retirados da biópsia de pele coletada de cirurgias de pálpebra de 
pacientes do HC/UNICAMP, com apreciação e aprovação do Comitê de Ética N° 
92993/2012.  
Os fibroblastos foram cultivados em meio M199 (Sigma-Aldrich), suplementado com 
L-glutamina (0,2 mg/mL), penicilina (100 UI/mL), estreptomicina (0,1 mg/mL) 
(GIBCO/Invitrogen) e soro fetal bovino 10% (FBS - LGC Biotechnology). 
A troca do meio de cultura foi realizada a cada 2 dias para manutenção do pH e o 
suprimento dos nutrientes das culturas. Para o descolamento das células nos frascos o meio de 
cultura foi descartado e, em seguida, adicionou-se tripsina a 0,25% (Tripsina + EDTA, 
Sigma-Aldrich), com incubação de 5 minutos a 37°C, com tensão de CO2 de 5%. 
O meio de cultura RPMI com soro fetal bovino foi utilizado para neutralização da 
tripsina e o líquido dos frascos contendo células foi transferido para tubos cônicos de 50mL 
(Falcon) e centrifugado (1500rpm/10min). Desprezado o sobrenadante, as células foram 
ressuspensas e uma alíquota foi retirada para certificação de viabilidade celular (90%) com 
azul de Trypan (Merck Chemicals) e determinação do número de células através de contagem 
em câmara de Neubauer. Após a contagem, 3x104 células em suspensão foram distribuídas 
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por poço em placas de 12 poços, sobre os scaffolds e sobre lamínulas circulares controle. As 
células cultivadas sobre os scaffolds foram fixadas com parafomaldeído a 4% e analisadas 
após 24 horas, 3 dias e 6 dias.  
Nos intervalos entre um experimento e outro as células foram criopreservadas, em 
DMSO a 10%, e armazenadas em freezer a -80C até o momento do próximo ensaio, quando 
eram descongeladas e re-cultivadas. Todos os ensaios foram realizados com, no máximo, 5 
passagens.   
Para facilitar o entendimento dos procedimentos in vitro a Figura 26 mostra de forma 
simplificada o fluxograma: 
 
Figura 26: Fluxograma para os ensaios in vitro. Fonte: adaptado de Colpas, 2015. 
 
4.4. Ensaios In Vivo (Modelo Animal) 
 
 
Os ensaios in vivo, foram realizados no Laboratório de Pesquisa Experimental, 
coordenado pelo Prof. Ivan Hong Jun Koh do Departamento de Cirurgia da Escola Paulista de 
Medicina da Universidade Federal de São Paulo/UNIFESP, sob apreciação e aprovação do 
Comitê de Ética (CEUA N° 873141013).  
 O material implantado foi esterilizado com radiação gama. Para análise da 
regeneração tecidual em modelo animal foram utilizadas ratas Wistar-EPM, fêmeas, com 
idade de 6 meses e peso corporal entre 200 e 250 g (Figura 27).  
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Figura 27: Modelo animal dos ensaios in vivo. Ratos fêmeas Wistar após implantes. 
 
Os ensaios foram realizados em duplicata, em cada uma foram utilizados 6 animais 
(n=6). Na primeira etapa os animais foram avaliados e o material para os ensaios 
histopatológicos foi  coletado após 7 e 28 dias da cirurgia. Na segunda etapa o ponto de 90 
dias após a cirurgia também foi avaliado. 
Para análise dos ensaios histopatológicos foi utilizado microscópio óptico da marca 
Leica, Modelo: DMLM, Cambridge, Inglaterra) e as amostras foram coradas com azul de 
toluidina (AT), hematoxilina-eosina (HE) e Picrosirius.  
Os animais foram anestesiados com injeção intraperitoneal de cetamina e xilasina na 
proporção de 4:1,  0,1 mL/100 g (peso do animal) e para indução foi utilizado éter. 
Posteriormente foram tricotomizados com máquina, Promedon (Figura 28). 
 
Figura 28: Ensaios in vivo (ratos Wistar): A) para indução foi utilizado éter, B) os animais 
foram anestesiados com injeção intraperitoneal de cetamina e xilasina (4:1) e, C) 
tricotomizados com máquina, Promedon. 
A partir de incisões cutâneas medianas de aproximadamente 3 cm na parede do 
abdômen dos ratos, divulsão do espaço subcutâneo, incisão paramediana do músculo oblícuo 
A) C) B) 
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externo de 0,5 cm, criação de espaço entre os músculos oblícuo externo de dimensão 
suficiente para o implante, implantação das amostras nas laterais do abdômen (lados, direito e 
esquerdo). Os scaffolds com óleo-resina e sem óleo-resina de copaíba, cortados nas 
dimensões de 1cm x 1cm, com espessura de 50 µm, foram inseridos, dois na região 
subcutânea  e dois na região intramuscular, distantes da incisão e da sutura.  
Os animais foram suturados com sutura reabsorvível, 3-0 Vicryl e foram avaliadas as 
respostas de curto (7 e 28 dias) e longo prazo (90 dias). Sendo assim, em cada animal foram 
inseridos quatro implantes, dois intramusculares e dois subcutâneos (Figura 29).  
 
Figura 29: Ensaios in vivo (ratos Wistar). Em cada animal foram realizados quatro implantes 
na região abdominal, dois intramusculares (setas vermelhas) e dois subcutâneos (setas 
amarelas), com scaffolds com óleo-resina de copaíba e sem óleo. 
 
Após 7, 28 e 90 dias da cirurgia, com os animais anestesiados foi feita uma análise 
macroscópica para verificar a aparência do tecido na região dos implantes. Antes do explante 
e após a abertura da região abdominal, com a excisão somente da pele monitorou-se a 
dinâmica microcirculatória sobre o implante com equipamento Sidestream dark-field (SDF) 
imaging. Após filmagem foram coletados segmentos representativos de tecido na interface 
dos implantes e todos os animais foram sacrificados. 
A Figura 30 mostra os procedimentos da primeira etapa dos implantes. 
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Figura 30: Ensaios In vivo: primeira etapa. Feitas incisões medianas na parede do abdômen 
dos ratos, a pele foi dissecada para criar espaços nas laterais do abdômen (lados, direito e 
esquerdo). Os scaffolds com óleo-resina e sem óleo-resina de copaíba foram inseridos distante 
da incisão e da sutura. 
 
4.4.1. Análise histológica: Preparo para análise em microscopia óptica 
 
O material coletado na interface dos implantes foi fixado por imersão em solução a 
7% paraformaldeido em tampão PBS 0,1M, pH 7,4. Após a fixação, as amostras foram 
submetidas a duas lavagens por imersão no mesmo tampão por um período de 10 minutos, 
seguida de desidratação em séries crescentes de álcool etílico 20% a 100%, durante 10 
minutos a cada passagem. Após esse procedimento, as amostras foram mantidas por 
aproximadamente 12 horas em solução de álcool etílico absoluto e historresina (Thecnovit 
7100®) em partes iguais (1:1). Em seguida, as amostras foram imersas em resina pura por um 
período de 4 horas e posteriormente incluídas em resina e polimerizador em moldes plásticos 
apropriados. Com auxilio de um micrótomo American Optical model 820® foram feitos 
cortes de 5µm de espessura e pós corados pelas técnicas de Hematoxilina/Eosina (HE) 
e Picrosirius Red para fibras colágenas. A observação e registro das imagens foram realizados 
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sob microscópio de luz Carl-Zeiss Axio Scope.A1® e software de captura de imagem 
Axiovision 4.7® (EPM/UNIFESP). 
 
 
4.5. Métodos para Análise dos Resultados In Vitro e In Vivo 
 
 
4.5.1. Técnicas de Coloração 
 
 
Nos ensaios in vitro os métodos de coloração com prata, Picrosirius Red, azul de 
toluidina e hematoxilina eosina (HE) foram particularmente empregados com o objetivo de 
identificar o colágeno depositado pelas células e estudar a morfologia e crescimento celular 
no material.  
Nos ensaios in vivo as lâminas coradas pelo método de HE foram analisadas para 
avaliação da formação de neotecido e angiogênese. Nos cortes histológicos submetidos à 
coloração de Picrosirius Red e analisados com microscópio de polarização foram realizadas 
avaliações qualitativas da região adjacente ao implante e no implante em relação aos tipos de 
colágeno tipo I (birrefringência avermelhada) e tipo III (birrefringência esverdeada). 
 
Prata 
 Nanopartículas de prata se ligam as fibras de colágeno formando complexos fotônicos 
que podem ser visualizados e medidos via microscopia de polarização. Fibras de colágeno 
impregnadas com prata demonstram intenso dicroísmo linear (DL) e birrefringência (VIDAL 
& JOAZEIRO, 2002). 
Primeiramente foram analisados os feixes de colágeno e birrefringência de cortes 
histológicos de orelha de rato preparados no laboratório do Prof. Vidal. Para o preparo dos 
cortes, o tecido do animal foi fixado em paraformaldeído a 4% em tampão fosfato com pH 
7.2, por 24 horas. O tecido foi emblocado em parafina e com micrótomo foram feitos cortes 
com 7μm de espessura. Esses cortes foram desparafinizados e hidratados para serem 
incubados em solução de prata amoniacal. O tempo de exposição à prata dos scaffolds 
poliméricos é diferente do tempo dos cortes de orelha de rato. Os cortes são então lavados em 
água bidestilada e reduzidos em solução de formol a 10% por 5 min., segue-se mais lavagens 
com água bidestilada e o tratamento com solução de tiosulfato de sódio a 5%. Para finalizar, 
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os cortes são novamente lavados, desidratados, clareados (revelador Kodak) e montados em 
lâminas com bálsamo do Canadá (VIDAL & JOAZEIRO, 2002).  
 
Azul de Toluidina 
Cortes também foram corados com solução de azul de toluidina (AT) a 0.025% 
(Merck) em tampão McIlvaine pH 4.1 ou pH 5.0 por 15min, pós-tratados com solução aquosa 
0.05M de MgCl2 por 15 min, e rapidamente lavados (5s) em água bidestilada, secos em 
temperatura ambiente, clareados com xileno e montados com bálsamo do Canadá (adaptado 
de Mello, 1995). 
 
Picrosirius Red  
O Picrosirius Red, assim como o Ponceau SS (VIDAL & MELLO, 2005) são corantes 
de moléculas azo que também coram as fibras de colágeno (SWEAT et al., 1964; 
PUCHTLER et al., 1966; VIDAL et al., 1982). Esse corante apresenta quatro grupos 
cromóforos (-N=N-) e também exibe anisotropia óptica. O Picrosirius têm sido empregado 
para diferenciar os tipos de colágeno na pele por exemplo, como o colágeno Tipo I que se 
cora de rosa-avermelhado e o Tipo III que adquire tonalidades esverdeadas (JUNQUEIRA et 
al., 1979). 
O corante foi preparado a partir da dissolução de 0,1g de sirius red F3Ba em 100mL 
de solução aquosa saturada de ácido pícrico. A solução preparada foi depositada sobre o 
material e após 90 min em estufa a 60ºC, lavada em água corrente. 
 
Hematoxilina/Eosina (HE) 
Os scaffolds, os cortes de orelha de rato e o material coletado nos testes in vivo foram 
corados com HE. A hematoxilina é um corante básico que cora em rosa ou azul as porções 
ácidas das moléculas ou tecidos, como no caso do colágeno e da queratina. Além da queratina 
e do colágeno, a hematoxilina também cora o DNA presente nos núcleos e o RNA nos 
citoplasmas, que também são moléculas ácidas.  
A hematoxilina de Harris foi preparada a partir de duas soluções: 5g de hematoxilina 
dissolvida em 50 mL de álcool absoluto e 100g de Sulfato de alumínio e potássio (alúmen de 
potássio) dissolvido em 1 L de água morna destilada. As duas soluções foram unidas e aos 
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poucos 2,5 g de óxido amarelo de mercúrio foi adicionado, deixando ferver em balão 
volumétrico durante 5 min. A solução foi resfriada à temperatura ambiente e, em seguida, 
filtrada com papel de filtro (TOLOSA et al., 2003). 
 Uma alíquota de 0,5 g de eosina Y (amarelada e hidrossolúvel) foi dissolvida em 10 
mL de água destilada, em seguida 90 mL de álcool 95º foi adicionado. Adicionou-se 1 gota de 
ácido acético para aumentar a intensidade da coloração, mas esse procedimento pode diminuir 
a durabilidade do corante (Modificado de MICHALANY, 1998). 
O material foi corado com hematoxilina de Harris por 7 minutos (como coloração de 
fundo), lavado em água corrente, pós-lavado em água destilada e mantido em temperatura 
ambiente para secar. Para coloração com HE, a hematoxilina de Harris foi mantida por 40 
min, lavada em água corrente até os cortes ficarem azulados, lavada rapidamente em álcool 
95º e pós-corada com eosina por 2 min. Para diferenciação dos núcleos e citoplasmas, 
colocou-se em álcool 95º. 
 
4.5.2. Imuno-Histoquímica: Colágeno Tipo I e Tipo III 
 
Através das técnicas histoquímicas e imunocitoquímicas, aspectos biológicos das 
células e das macromoléculas de colágeno Tipo I e Tipo III puderam ser evidenciados 
seguindo os métodos propostos por Michalany (1998) e Ramos-Vara (2005). 
A análise da presença de colágeno foi realizada utilizando anticorpos policlonais anti-
colágeno I e anti-colágeno III através do método indireto de revelação com complexo 
estreptavidina-biotina-peroxidase. O método indireto envolve um anticorpo primário não-
marcado na primeira camada, que reage com o antígeno do tecido; e  um anticorpo secundário 
marcado com a enzima na segunda camada, que reage com o anticorpo primário, levando à 
positividade do teste. Este método é mais sensível devido à amplificação de sinal através de 
diversas reações de anticorpos secundários com diferentes sítios antigênicos do anticorpo 
primário. 
Cortes histológicos de orelha de rato são conhecidos por serem ricos em fibras de 
colágeno e apresentarem intenso brilho em microscopia de luz polarizada, proveniente da 
birrefringência dos seus feixes de colágeno, e serviram como modelo para testar o anticorpo 
anti-Colágeno Tipo I. A partir dos melhores resultados, os parâmetros foram fixados e 
também utilizados para o anti-Colágeno Tipo III. Foram testadas três diferentes diluições do 
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anticorpo (1:20, 1:40 e 1:80) com dois tampões, um ácido citrato e um básico EDTA. A partir 
dos melhores resultados, os parâmetros foram fixados também para o anti-Colágeno Tipo III. 
Os cortes histológicos foram preparados no laboratório do Prof. Benecdito Vidal e os  
imunoensaios foram realizados pelo técnico Paulo Latuf do Laboratório do Prof. José Vassalo 
no CIPED, da Faculdade de Ciências Médicas (FCM)/UNICAMP.  
Para a imunocitoquímica foram usadas amostras controle e amostras de scaffolds para 
identificação do colágeno Tipo I (Anti-Collagen Type I Antibody - Rabbit (Cód. AB752P, 
Merck-Millipore) e Tipo III.(Anti-Collagen Type III Antibody - Rabbit (Cód. AB747, Merck-
Millipore). As amostras foram previamente lavadas 3 vezes por 5 min. em tampão fosfato 
(PBS) e acrescentado o anticorpo primário para colágeno tipo I e Tipo III, diluído em solução 
diluidora de anticorpos (Antibody Diluent, Dako® S3022), na diluição de 1:80, por 30 min. a 
37°C e mantido na geladeira overnight. Após lavagem cuidadosa em 3 passagens por solução 
de PBS, colocou-se o complexo streptoavidina-biotina-peroxidase (LSAB, Dako® K0690) por 
30 min. Lavadas novamente com solução Tris pH7,4 por mais 3 passagens, as amostras 
receberam solução diaminobenzidina-peroxidase DAB (DAB-peroxidase, Dako® K3468) por 
40 segundos e foram contracoradas com Hematoxilina de Harris. As laminas foram montadas 
com resina sintética e lamínula histológica.  
 
 
4.6. Caracterização do Material 
 
 
A seguir são apresentadas as técnicas empregadas para a caracterização dos scaffolds 
obtidos. Parte dos ensaios foi realizada no Laboratório de Caracterização de Biomassa, 
Recursos Analíticos e de Calibração (LRAC) da Faculdade de Engenharia Química da 
Unicamp e parte na empresa inglesa The Electrospinning Company/UK, sendo estes últimos a 
caracterização das fibras quanto ao diâmetro e porosidade. 
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4.6.1.  Microscopia Óptica (MO) 
 
 A microscopia óptica, pela facilidade de acesso e baixo custo de operação, é 
utilizada tanto para as caracterizações preliminares, quanto para a confirmação da 
formação de não-tecidos e verificação do diâmetro das fibras. Para os testes de viabilidade 
celular (citocompatibilidade) o microscópio Leica-Q500IW com câmera digital acoplada a 
um computador e ampliação de imagem de 50x, 100x, 200x e 500x, disponível no 
Laboratório de Caracterização de Biomassa, Recursos Analíticos e de Calibração (LRAC) 
da Faculdade de Engenharia Química (LRAC) serviu como dispositivo de verificação de 
morfologia, proliferação e adesão celular e contaminação por microorganismos das 
amostras.    
 
4.6.2. Microscopia de Polarização 
 
Para a identificação da presença de colágeno produzido pelos fibroblastos 
cultivados in vitro, teve-se a colaboração do Prof. Benecdito de Campos Vidal e do 
discente Eli Heber do Departamento de Biologia Celular do Instituto de Biologia da 
UNICAMP. A microscopia de polarização para observação da birrefringência do material 
foi utilizada nas etapas dos ensaios in vitro e in vivo e o material foi corado com prata 
(VIDAL & JOAZEIRO, 2002) e Picrosirius (JUNQUEIRA et al., 1979; VIDAL et al., 
1982). 
A microscopia de luz polarizada utiliza dois filtros no microscópio óptico que 
quando colocados na posição correta, eliminam completamente a luz que chegaria à 
ocular. Algumas macromoléculas biológicas como o colágeno, celulose, queratina, 
microtúbulos, miosina, filamentos intermediários e actina, apresentam uma estrutura 
supramolecular de moléculas longas que se agregam em feixes paralelos, bem organizada. 
Esse tipo de organização dá a esses materiais a propriedade de birrefringência, que gera 
estruturas brilhantes ao microscópio com luz polarizada. A prata e o Picrosirius Red 
utilizados neste trabalho se depositam e se associam a essas cadeias supraorganizadas 
fazendo com que a birrefringência apareça ainda mais ao microscópio de polarização.  
Uma parte do material foi analisada em microscópio Zeiss PolPhotomicroscope 
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pelo Prof. Vidal. E parte foi avaliada em Microscópio Óptico de luz polarizada da marca: 
Leica, modelo DMLM (Cambridge, Inglaterra) do LRAC da Faculdade de Engenharia 
Química da UNICAMP. 
 
4.6.3. Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
 
O princípio de funcionamento baseia-se em uma fonte de elétrons direcionados a 
uma superfície em um ambiente a vácuo. O feixe passa através de um colimador 
eletromagnético que direciona os elétrons acelerados. Estes são coletados por um detector 
que transforma esses sinais em uma imagem. Conforme os elétrons atingem a interface, 
ocorrem algumas interações que resultam na emissão de elétrons e/ou fótons a partir da 
superfície. Os princípios da formação de imagens do MEV podem ser classificados em 
três tipos: imagens de elétrons secundários, imagens de elétrons refletidos e mapas de raio-
X elementar. Esses fenômenos levam em consideração os choques elásticos e inelásticos 
dos elétrons espalhados que atingem a superfície da amostra em uma complexa rede de 
interações (BRUNDLE et al., 1992). 
Na pesquisa foi utilizado equipamento LEO 44i disponível no Laboratório de 
Caracterização de Biomassa, Recursos Analíticos e de Calibração (LRAC), onde se 
utilizou tensão de aceleração igual a 15 kV e corrente do feixe igual a 100 pA. Durante o 
período na Inglaterra também foi utilizado equipamento Phenom G2 equipado com um o 
Fibermetric software (Phenom, Eindhoven, The Netherlands).   
O MEV serviu para analisar a morfologia das fibras, como homogeneidade de 
diâmetro dos filamentos, porosidade, espessura, topografia, conformação e orientação da 
malha numa faixa de ampliação que variou de 100x a 10.000×. A técnica também foi 
utilizada para analisar os resultados in vitro após cultura celular, quando as amostras são 
pré-fixadas, desidratadas, metalizadas e levadas ao microscópio (Ver item para preparo das 
amostras).  
 
4.6.3.1. Medida de diâmetros e porosidade das fibras  
 
 
Para medida dos diâmetros e média de tamanho de poros foi utilizado o software 
Fibermetric instalado em microscópio eletrônico de varredura (Phenom G2, Eindhoven, 
The Netherlands). As medições foram realizadas a partir de imagens com aumento de 
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2.000x, para os diâmetros selecionou-se a média aritmética da medida de 50 fibras. Segue 
imagem da medida do tamanho de poros a partir do software (Figura 31). 
 
Figura 31: MEV Phenom G2 equipado com um o Fibermetric software para medição dos 
diâmetros e porosidade das fibras (Phenom, Eindhoven, The Netherlands).   
 
4.6.3.2. Preparo das Amostras para MEV 
 
 
Devido à condição natural hidratada das amostras biológicas elas apresentam 
relativa complexidade de processamento; somente objetos rígidos como sementes, 
espículas, etc, podem ser observados no MEV com tratamento preliminar mínimo. Na sua 
grande maioria, o preparo das amostras inclui diversas etapas (GLAUERT, 1984). 
O procedimento usual segue a ordem: fixação, desidratação e secagem com 
hexametildisilazane HMDS (Sigma Aldrich, UK) (MILLÁS et al., 2014). 
Após cultivo das células in vitro sobre as fibras ou sobre lamínulas controle, as 
amostras para MEV foram preparadas a partir de dois métodos. No preparo realizado no 
Rutherford Appleton Laboratory na Inglaterra elas foram fixadas em 2,5%  (vol/vol) de 
glutaraldeído em 0,1 M de tampão cacodilato (pH 7.2) por duas horas, depois lavadas três 
vezes em tampão 0,1 M cacodilato. Então foram desidratadas em séries crescentes de 
soluções de etanol: 70%, 85% e 100%, e secas com hexametildisilazano - HMDS (Sigma 
Aldrich, UK) por 5 min.  O sputtering ou metalização das amostras foi realizado em 
equipamento Q150T ES (Quorum Technologies Ltd, East Grinstead, UK) com camada 
aproximada de 25 nm de ouro. Alternativamente, nesta etapa também foi utilizado o 
método de coloração das células com platina (platinum blue), desenvolvido por Hoffman e 
Bugge (Wanner & Formanek, 1995) nas concentrações de 2,5 mM, 5 mM e 7 mM por 30 
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min a temperatura ambiente. As amostras foram lavadas duas vezes com água (YUSUF et 
al., 2014). 
No Brasil utilizou-se como método de fixação a solução de Karnovsky (2,5% de 
glutaraldeído e 1,5% de paraformaldeído) por 2 horas, as amostras foram lavadas duas 
vezes em solução tampão fosfato 0,1M, pH 7,2-7,4. A desidratação foi feita em banhos de 
etanol: 20, 50, 70, 90 e 100% de concentração com duração de 10 min./banho e as 
amostras foram secas com HMDS (Sigma Aldrich, UK) por 5 min (METCALFE et al., 
2007). 
Para o recobrimento metálico, foi utilizado equipamento, Sputter Coater POLARON, 
Modelo: SC7620, Marca: VG Microtech (Uckfield, Inglaterra), O cálculo para estimativa 
da espessura da camada de Au: Espessura = K.i.V.t, onde K=0,17 Aº/mA.Volt.s; i=3 mA; 
V=1 Volt e t=180s. Portanto: Espessura=92 Aº. 
 
4.6.4. Cromatografia Gasosa (CG)- Espectrômetro de Massa (EM) 
 
A identificação da presença do óleo de copaíba e de alguns de seus componentes 
nas fibras (scaffolds) foi realizada em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 
massa, em equipamento Agilent Technologies 6890N Network GC Systems (USA) e 
Agilent 5973 Network Mass Selective Detector (USA) com detector de ionização de 
chama,  do departamento de Fiber Science and Apparel Design da Universidade de 
Cornell (Ithaca,NY) nos Estados Unidos da América sob a supervisão do Prof. Dr. Juan 
Paulo Hinestroza (http://nanotextiles.human.cornell.edu).  
Para extração do óleo-resina de copaíba incorporado as fibras foi utilizado como 
solvente o metanol. As fibras foram submersas em metanol por 48 horas. Foi feita também 
a leitura do óleo “puro” diluído em hexano e metanol 1:100. 
A coluna cromatográfica utilizada foi do tipo capilar de sílica fundida com fase 
estacionária BP-5 (25 m ‘0.22 mm’0.25 mm; SGE 25AQ2). Foi utilizado hélio como gás 
carreador da fase móvel. As temperaturas foram de 270 °C, no injetor, e 300 °C, no 
detector. A temperatura do forno foi programada de 30 °C a 280 °C, com acréscimo de 
3°C a cada 60 s. A temperatura inicial foi de 30 ºC por 60 s, aumentando de 50 ºC para 
105 ºC, seguido de um incremento de 1.5 ºC por 60 s até atingir 150 ºC, e de 30 ºC  a 
280ºC  (10 min). Os espectros de massas foram obtidos através de impacto de elétrons na 
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faixa de 40 a 600 u.m.a. utilizando 70 eV (VEIGA JR et al., 1997). A identificação dos 
componentes foi feita por comparação com as referências já existentes e com os padrões 
de fragmentação da espectrometria de massa baseados nos índices de retenção 
previamente reportados (SANT’ANNA et al., 2007).  
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1. Aspecto das Fibras de PLGA 
Na eletrofiação há parâmetros do processo, também chamados externos e parâmetros 
da solução polimérica que afetam a formação e morfologia das fibras. Preliminarmente, foram 
estudados os parâmetros do processo, como a tensão (voltagem) aplicada, a taxa de vazão da 
seringa, a distância da ponta da agulha ao coletor e o efeito do material condutor do coletor na 
produção das fibras de interesse (RAMAKRISHNA, 2005). Apesar das variáveis temperatura 
e umidade, serem também importantes, elas não interferiram no sistema de soluções 
utilizados nessa pesquisa. 
Durante a eletrofiação das soluções de PLGA, a tensão aplicada (corrente elétrica) e o 
campo elétrico (kV/cm) criado tiveram influência no estiramento e na aceleração do jato, que, 
por conseguinte, interferiram na morfologia das fibras obtidas. Na maioria dos casos, a maior 
tensão conduz ao melhor estiramento da solução devido ao aumento das forças eletrostáticas 
no jato, e ao forte campo elétrico criado (BUCHKO et al. 1999; RENEKER et al., 2000; 
DEMIR et al. 2002). Como constatado por Zhao et al. (2004), o efeito da alta tensão não é 
apenas sobre o aspecto físico das fibras, mas também sobre a cristalinidade do polímero. O 
campo eletrostático pode fazer com que as macromoléculas do polímero se orientem durante 
o electrospinning induzindo maior cristalinidade (ZHAO et al. 2004).  
Quanto aos parâmetros das soluções poliméricas utilizadas, a viscosidade foi o de 
maior interesse, pois caracteriza a resistência de um fluido ao escoamento ou a deformação 
por cisalhamento em função da temperatura. De acordo com o sistema internacional, a 
unidade de viscosidade é pascal por segundo (Pa.s), podendo ser escrita em milipascal por 
segundo (mPa.s) ou (1cP). Para as soluções poliméricas, a viscosidade intrínseca está 
relacionada à configuração das cadeias, que segundo a equação de Staudinger-Mark-
Houwink, representa o volume hidrodinâmico das cadeias, dado pelo peso molecular médio 
(M) do polímero, pela constante de proporcionalidade, K, que é característica do polímero e 
do solvente, e pela exponencial α, função da configuração da cadeia polimérica em solução. 
Quanto mais favorável for a interação polímero-solvente (bom solvente) maior será a 
viscosidade intrínseca (RAMAKRISHNA et al, 2005). A relação entre viscosidade intrínseca 
e massa molar é dada pela equação 1: 
                                                (eq. 1) 
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Nesse trabalho foram testadas quatro soluções em concentrações crescentes do 
polímero poli(ácido láctido-co-glicólido) (PLGA):  7,5%, 10%, 12,5% e 15% (m/m) 
dissolvido em 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP). Na Figura 32 são mostradas as 
imagens das fibras obtidas por microscopia eletrônica de varredura nas diferentes 
concentrações.  
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Figura 32: Micrografias de fibras produzidas com concentrações crescentes do polímero 
PLGA 50:50. Observa-se o aumento progressivo nos diâmetros e tamanhos de poros: 
As viscosidades  foram medidas em reômetro (DV III, Brooksfield CO, USA), a 20ºC, 
spindle SH 47 a 80 rpm. No Gráfico 1 observa-se que com o aumento da concentração de 
PLGA, a viscosidade também aumenta: 
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Gráfico 1 - Viscosidade das soluções poliméricas em concentrações crescentes de PLGA 
50:50. 
Normalmente a viscosidade intrínseca é alta em “bons” solventes e baixa em solventes 
“pobres” (ALFREY, 1946). O “bom” solvente como o HFIP fez com que as cadeias 
poliméricas adquirissem uma configuração esticada e energeticamente estável, pois como 
entra na estrutura das cadeias, impede o contato entre elas, o que evita perturbações e torna a 
viscosidade intrínseca maior. O gráfico 1 mostra que na concentração de 15%(m/m) do 
polímero a exponencial α que está em função da configuração das cadeiais é maior devido ao 
maior entrelaçamento (entanglements) das cadeias e consequentemente a viscosidade aumenta 
exponencialmente (SHENOY et al. 2005). Quando o solvente não é adequado ao polímero 
usado ocorre um processo endotérmico e energeticamente instável; as cadeias se enovelam, 
expulsam o solvente que está entre elas e fazem com que entrem em contato, diminuindo a 
viscosidade intrínseca (CANEVAROLO, 2002).  
O aspecto visual das fibras (Figura 33) não mudou com a variação na concentração do 
polímero, nem com a adição do óleo-resina de copaíba, com a diferença de que as matrizes 
que continham o óleo apresentaram um forte odor. 
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Figura 33: Aspecto visual das fibras de PLGA 50:50 produzidas. Fonte: TESC/2012. 
O solvente diclorometano (DCM) também foi testado. Apesar de ser mais barato, a 
alta volatilidade das suas soluções causou o entupimento da agulha, havendo a necessidade de 
interromper o processo de eletrofiação diversas vezes. Talvez, por esse motivo,  as fibras não 
apresentaram a mesma uniformidade de diâmetros encontrada com o solvente HFIP; o 
processo descontínuado faz com que o jato que se forma, entre a ponta da agulha e o coletor 
tenha que se estabilizar toda vez que o processo é reiniciado, isso faz com que o diâmetro das 
fibras varie mais que um processo sem interrupções (Figura 34).  
 
Figura 34: Micrografias de fibras de PLGA 50:50 dissolvido em diclorometano (DCM). 
Fibras e diâmetros não uniformes, apresentando entupimento da agulha durante o processo de 
eletrofiação. Fonte: LRAC/FEQ/UNICAMP. 
 
Como observado, com o aumento da concentração de PLGA as soluções tornaram-se 
mais viscosas, o que gerou também o aumento dos diâmetros (Gráfico 2) e tamanho de poros 
(Gráfico 3) das fibras. As soluções com 7,5% (m/m) apresentaram a maior faixa de diâmetros 
que variaram entre 500 nm-1,80 µm, ainda na escala nanométrica; as soluções com 10% 
(m/m) apresentaram diâmetros na escala micrométrica, entre 1,61-1,88 µm; as soluções com 
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12,5% (m/m) apresentaram fibras com maior uniformidade de diâmetros, na faixa de 2,36-
2,40 µm (média 2,38 µm) ; e com 15% as fibras apresentaram os maiores diâmetros, na faixa 
de 4,31-4,88 µm. Com o aumento da concentração, os diâmetros das matrizes se tornaram 
mais uniformes.  
      
Gráfico 2 - Média de diâmetros crescente com o aumento da concentração do polímero 
PLGA (50:50). Foram realizadas 50 medições por micrografia (aumento 2.000x) em software 
Fibermetric de microscópio Phenom G2, Eindhoven, Netherlands. Fonte: The Electrospinning 
Company/UK, 2012.   
 
Gráfico 3 - Média de tamanho de poros com o aumento da concentração do polímero PLGA 
(50:50). Foram realizadas 100 medições por micrografia (aumento 2.000x) em software 
Fibermetric de microscópio Phenom G2, Eindhoven, Netherlands. Fonte: The Electrospinning 
Company/UK, 2012.    
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 Quanto ao tamanho de poro das fibras, observou-se que eles aumentam a medida que 
os diâmetros também aumentam, as fibras com 7,5% (m/m) de PLGA apresentaram a maior 
faixa de distribuição de poros, com média de 7.88 µm; as fibras com 10% (m/m) 
apresentaram média de 35.01 µm; as fibras com 12,5% (m/m) apresentaram média de 58.62 
µm; e com 15% as fibras apresentaram os maiores tamanhos de poro, com média de 121,88 
µm (Gráfico 3). 
Nas soluções onde 1% (m/m) do óleo-resina de copaíba da espécie Copaifera 
langsdorffii foi adicionado, não houve alterações significativas no diâmetro e porosidade das 
fibras. Como mostrado no Gráfico 4, houve uma pequena diminuição no diâmetro das fibras 
com 12,5% (m/m) de PLGA com óleo-resina, essa mudança, menor que 10% não é 
significativa para os objetivos do trabalho. Provavelmente isso ocorreu porque, com a adição 
do óleo, a viscosidade da solução diminui e alguns dos seus componentes podem ter 
características moleculares que aumentaram a condutividade da solução. Maior condutividade 
e menor viscosidade tendem a diminuir o diâmetros das fibras eletrofiadas (RAMAKRISHNA 
et al., 2005). 
 
          
Gráfico 4 - Média de diâmetro das fibras de PLGA 12.5% (m/m) sem adição de óleo-resina 
(média 2,38 µm) e com adição de óleo de Copaíba (média 2,15 µm). Diâmetros medidos com 
software Fibermetric em Phenom G2, Eindhoven, The Netherlands. Fonte: The 
Electrospinning Company/UK, 2012.  
 
Outro ponto extremamente importante no campo do desenvolvimento de novos 
biomateriais é que eles precisam ser materiais esterilizáveis. Nessa pesquisa, muitos dos 
métodos comumente usados para esterilizar, como o óxido de etileno, autoclave e banhos com 
0.0	
0.5	
1.0	
1.5	
2.0	
2.5	
3.0	
Di
âm
et
ro
	F
ib
ra
	(u
m
)	
		
 
98	
álcool, não puderam ser empregados, por usarem altas temperaturas, agentes químicos 
capazes de degradar a estrutura do polímero, ou, no caso do álcool, extrair o óleo-resina de 
copaíba incorporado as matrizes. Para tanto, em um primeiro momento da pesquisa, as 
amostras foram esterilizadas por 12 horas com luz ultravioleta (UV) dentro de capela de fluxo 
laminar e após algumas contaminações por fungo dos ensaios in vitro, todas as amostras 
passaram a ser  esterilizadas com radiação gama, agente mais indicado pelas agências 
reguradoras, como FDA e ANVISA.   
 
5.2. Identificação do Óleo de Copaíba nas Fibras de PLGA 
 
 
Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG/EM) 
 
A identificação da presença do óleo de copaíba nos scaffolds e a verificação de alguns 
de seus componentes bioativos foi realizada utilizando-se cromatografia gasosa acoplada a 
espectrometria de massa. O óleo foi  extraído das fibras por meio da diluição em dois 
solventes, o hexano e o metanol.  
O analito extraído dos troncos das espécies de Copaifera spp. é referido como um 
óleo-resina, pois é constituído por aproximadamente 45% de óleos essenciais voláteis , e 55% 
de resina. As estruturas químicas predominantes da porção oleica são componentes 
terpênicos. Os terpenos são classificados de acordo com o número de unidades de isopreno 
(u.i.) que os constitui: monoterpenos (C10, duas u.i.), sesquiterpenos (C15, três u.i.), 
diterpenos (C20, quatro u.i.), sesterterpenos (C25, cinco u.i.), triterpenos (C30, seis u.i.) e 
tetraterpenos (C40, oito u.i.) (CASTRO et al. 2004; ROMERO, 2007) (Tabela 5). 
 
Tabela 5 – Classificação dos terpenos dependendo do número de unidades de isoprenos: 
C10	 Monoterpenos	
C15	 Sesquiterpenos	
C20	 Diterpenos	
C25	 Sesterterpenos	
C30	 Triterpenos	
C40	 Tetraterpenos	
                                                             Fonte: adaptada de Aqil et al., 2007. 
Os componentes sesquiterpenos são, em geral, menos voláteis que os monoterpenos, e 
mais voláteis que os diterpenos, por isso na cromatografia eluem antes dos componentes 
diterpenos (ver Figura 35) (VEIGA et al., 1997; TAPPIN et al., 2004). Como no gênero 
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Copaifera prevalecem os sesquiterpenos e diterpenos, os cromatogramas típicos apresentam 
duas regiões de eluição, a primeira dos componentes sesquiterpênicos e a segunda dos 
componentes diterpenos (Figura 35). Pela ordem, aparecem, os hidrocarbonetos 
sesquiterpênicos, sesquiterpenos oxigenados, hidrocarbonetos diterpênicos e diterpenos 
oxigenados (PINTO et al., 2000). 
Figura 35: Cromatogramas das amostras de óleo de copaíba de diferentes procedências: Baixo 
Amazonas (BA), Trans- Amazônica (TA) e Baía do Portel (BP). Primeira região de eluição, 
sesquiterpenos e segunda região de eluição, diterpenos. Fonte: Tappin et al., 2004. 
Dentre os principais compostos diterpênicos estão o ácido copálico, ácido agático, 
ácido caurenóico, ácido polialtico e ácido hardwickiico (VEIGA JR. & PINTO, 2002) (Figura 
36). 
 
Figura 36: Principais compostos diterpenos do óleo de copaíba. Fonte: Adaptado de Veiga et 
al., 1997. 
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Dentre os principais compostos sequiterpênicos da espécie C. langsdorffii estão o 
cariofileno ou β-cariofileno, óxido de cariofileno, α-humuleno, δ-cadineno, α-cadinol,  β-
elemene, α-copaene, α-selimene, β –selimene, β-bisabolene, α-cubebene e α-begamotene 
(VEIGA JR. & PINTO, 2002) (Figura 37). 
 
Figura 37: Principais compostos sesquiterpenos do óleo de copaíba. Adaptado de Veiga et al., 
1997.  
 
Para a identificação mais precisa dos componentes do óleo é interessante que se use o 
espectrômetro de massa acoplado a cromatografia gasosa e que se calcule o índice de Kovats 
(IK) através da cromatografia, nas mesmas condições de uma série de n-alcanos, para 
comparação do valor calculado de cada componente com os índices apontados na literatura, 
(ADAMS, 2001). A grande complexidade de insumos de origem natural conduziu a OMS 
(Organização Mundial da Saúde) a considerar e aceitar técnicas cromatográficas fingerprint 
como uma maneira de analisar a qualidade de produtos naturais, focalizando na comparação 
qualitativa e sistemática dos picos obtidos nas diferentes amostras (WHO, 1991). 
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Alguns autores esterificam o óleo de copaíba com diazometano para derivatização dos 
ácidos carboxílicos aos ésteres metílicos correspondentes antes de prosseguir com o CG-EM 
(VEIGA JR et al., 1997). Nesta pesquisa o óleo-resina não foi previamente esterificado 
conforme proposto por Sant’Anna et al. (2007) e os resultados foram avaliados por análise 
comparativa dos resultados obtidos com as bases de dados existentes no Espectrômetro de 
Massa, combinada com a Wiley Library.  
 
 
Gráfico 5 - Cromatograma (CG-EM) do óleo-resina de copaíba puro diluído em hexano 
(1:100). Primeira região de eluição com picos que identificam os sesquiterpenos e a segunda 
região de eluição de diterpenos, com maior sobreposição de picos. Fonte: Textiles 
Nanotechnology Laboratory/ Cornell University/2014. 
 
Os perfis cromatográficos do óleo de copaíba bruto diluído em hexano (Gráfico 5) e 
do óleo de copaíba a 1% (m/m) extraído com metanol da amostra da fibra (Gráfico 6) 
apresentaram semelhanças. Nos dois cromatogramas há duas regiões bem definidas de 
eluição, típicas do óleo de copaíba (VEIGA JR et al., 1997), a primeira, dos componentes 
com menor tempo de retenção, os hidrocarbonetos sesquiterpênicos e a segunda, dos 
componentes com maior tempo de retenção, os diterpenos, também, a região com maior 
sobreposição de picos (Gráfico 5). A semelhança dos cromatogramas já indica a presença do 
óleo-resina nas matrizes fibrosas (ver Gráficos 5 e 6) e, após análise comparativa entre os 
picos e os respectivos tempos de retenção nas CGs das duas amostras, identificou-se 13 
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componentes do óleo-resina, dentre os quais, os três componentes mais relatados na literatura 
e usados como fingerprints da copaíba (GELMINI et al., 2013). Na primeira região de 
eluição, o sesquiterpeno cariofileno  (maior pico dos Gráficos 5 e 6) e na segunda região de 
eluição, os diterpenos, Kaur-16-ene (caurano, ácido caurenóico) e ácido copálico (BIAVETTI 
et al., 2006). Na segunda região de eluição há maior sobreposição de picos, provavelmente 
devido a não esterificação do óleo-resinacom diazometano. 
 
 
 
Gráfico 6 – Cromatograma (CG-EM) do óleo-resina de copaíba extraído com metanol das 
fibras. Primeira região de eluição com picos que identificam os sesquiterpenos, menos claros 
e evidentes que a segunda região de eluição dos diterpenos. Fonte: Textiles Nanotechnology 
Laboratory/ Cornell University/2014. Dentre	 os	 13	 componentes	 identificados	 pelo	 espectrômetro	 de	massa	 do	 óleo	extraído	das	 fibras,	 são	9	sesquiterpenos	e	4	diterpenos	 (Tabela	6).	Os estudos sobre a 
atividade farmacológica e antimicrobiana dos principais componentes do óleo são muitas 
vezes contraditórios, alguns fazem referência aos diterpenos como os principais agentes 
terapêuticos, outros, aos sesquiterpenos (assunto abordado no Item 3.8.2). Há autores que 
concordam com a idéia de que a ação terapêutica do óleo-resina está ligada ao trabalho 
sinérgico e inter-relacional de todos os componentes ali presentes (CARVALHO et al.,2005). 	
 
 
sesquiterpenos diterpenos 
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00
0
50000
100000
150000
200000
250000
300000
350000
400000
450000
500000
Time-->
Abundance
TIC: TMET.D
Cariofileno 
Ácido Copálico 
Caurano 
 
		
 
103	
 
Tabela 6 - Em rosa os sesquiterpenos e em amarelo os diterpenos identificados nas amostras 
analisadas por CG-EM. 
Pico Largura Area Tempo1 Tempo 2 Composto 
1 0.172 105470930 12.656 13.414 δ-Elemeno 
5 0.455 123050150 15.351 16.349 β-Elemeno 
6 0.706 4656640181 16.388 18.072 β-Cariofileno 
7 0.209 588425302 18.086 18.61 α-Bergamoteno 
8 0.18 384088899 18.758 19.475 α-Cariofileno 
10 0.181 245239973 20.734 21.19 Eudesma-4,11-dieno 
11 0.139 131040234 21.298 21.583 β -Chamigreno 
14 0.133 84669947 22.991 23.303 β-Cadineno 
21 0.193 84696192 30.091 30.527 Longifoleno 
25 0.017 53965063 36.766 36.822 Kaur-16-ene 
27 0.022 52716408 37.895 37.969 Retinol 
28 0.023 8857947 38.068 38.151 Naftalenopropanol 
  29 0.038 13599704 38.185 38.296 Ácido Copaiférico 
 
 
5.3. Resultados dos Ensaios In Vitro 
Neste capítulo serão apresentados os resultados dos ensaios in vitro que serviram de 
base para os ensaios em modelo animal (in vivo). Baseados nos objetivos deste trabalho, esses 
ensaios revelaram o comportamento do material na interface scaffold/células, primeiro, 
quanto a viabilidade celular dos scaffolds (citocompatibilidade) e segundo, quanto a atividade 
celular para a produção de matriz extracelular colágena. Todas as análises e interpretações 
foram feitas a partir de microscopia eletrônica de varredura (MEV), que utilizou dois métodos 
de contraste (sputtering com ouro  e platinum blue) e de microscopia óptica, de luz polarizada 
e de luz transmitida, utilizando diferentes técnicas de coloração. 
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5.3.1. Ensaios In vitro: Microscopia Eletrônica de Varredura 
 
Os  primeiros ensaios para  verificação  da  citocompatibilidade  do material foram 
realizados no Laboratório de Cultura Celular do Research Complex of Science and 
Technology Facilities Council (STFC) em Harwell/Oxford na Inglaterra. Naquela instância 
foram utilizados fibroblastos de linhagem imortalizada de pulmão (CCD-37lu, passagem 8) 
cultivados sobre fibras de PLGA (50:50): sem a adição do óleo-resina e com adição do óleo-
resina de copaíba. Foram utilizadas fibras com 50 µm de espessura (Figura 38). As amostras 
foram fixadas e avaliadas em três momentos distintos do cultivo, após 24 horas, 72 horas (3 
dias) e 144 horas (6 dias).  
                                     
Figura 38: Micrografia de MEV da espessura das fibras de PLGA (50:50) 12,5%(m/m) 
utilizadas nos ensaios in vitro e in vivo.  Espessura de 50 µm. 
Para a interpretação dos resultados em microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi 
realizada uma análise comparativa de dois métodos: coloração com platina (platinum blue) e 
metalização (sputtering coater com ouro), e avaliou-se qual dos métodos fornece a melhor 
qualidade de informação quanto a morfologia, detalhes celulares, adesão, proliferação e 
diferenciação celular nos scaffolds (YUSUF et al., 2014).  
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Figura 39: Microscopia eletrônica de varredura das fibras de PLGA 50:50, 12.5% (m/m) 
sem adição do óleo-resina de copaíba. Fibroblastos de pulmão cultivados por 24 horas in 
vitro. A) amostra controle sem nenhum tipo de tratamento, B) amostra metalizada por 
sputtering com ouro, C) método de coloração por platina (platinum blue) (concentração de  
5 mM). 
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Para a análise comparativa entre o método de coloração por platina (platinum blue), 
desenvolvido por  Hoffman e Bugge (WANNER & FORMANEK, 1995) e a tradicional 
metalização por “sputtering coater” com ouro, uma amostra controle foi cultivada com 
fibroblastos, onde nenhum tratamento foi aplicado (Figura 39, coluna 1). O método de 
coloração por platina se mostrou o mais eficiente, pois por corar somente as células, não 
interferiu nas fibras, e permitiu a visualização dos detalhes da morfologia celular e das fibrilas 
de colágeno (Figura 39, coluna 3). No caso específico dos fibroblastos, observa-se como seus 
prolongamentos “abraçam” e aderem-se aos scaffolds (Figura 39, coluna 3). O método por 
sputter com ouro escondeu os detalhes importantes das células e das fibras poliméricas, pois 
por metalizar toda a superfície da amostra, mascarou a noção de profundidade e 
tridimensionalidade (3D) da matriz com as células. Com a metalização tornou-se difícil ver os 
limites entre os corpos celulares e os filamentos da matriz fibrosa (Figura 39, coluna 2). 
Com base nos resultados qualitativos obtidos, através da microscopia eletrônica de 
varredura nos scaffolds sem a adição do óleo-resina de copaíba, as células tiveram boa 
adesão, proliferação e diferenciação, o que tornou possível aferir a citocompatibilidade do 
material sem o óleo (Figura 39). 
 Já a citocompatibilidade dos scaffolds incorporados com o óleo-resina de copaíba foi 
bastante diminuta (Figura 40), ao mesmo tempo que houve adesão celular, o crescimento e a 
proliferação foram menores, acompanhados de menor diferenciação e de morte celular por 
apoptose (células com núcleos arredondados e cromatina bastante condensada). Nas imagens 
da Figura 40, as células têm prolongamentos pequenos, diferentes dos encontrados nas 
imagens da Figura 39, isso indica a baixa diferenciação dos fibroblastos; além disso, na 
terceira coluna da Figura 40, é possível visualizar os núcleos arredondados, com aspecto 
apoptótico. A apoptose ou morte celular programada é um processo altamente regulado, que 
ativa uma série de alterações morfológicas e bioquímicas na célula até a sua morte (ROSSI & 
GAIDANO, 2003).   
Esses resultados permitem dizer que nos ensaios in vitro, o óleo-resina de copaíba teve 
reação citotóxica. Como esses testes foram realizados dentro de poços de cultura, um sistema 
“fechado”, se comparado ao sistema “dinâmico e aberto” de um organismo, é possível, que o 
1% (m/m) do óleo-resina incorporado as fibras, tenha sido uma concentração muito elevada 
para esses testes, por isso apresentou citotoxicidade. Nas amostras coradas com Platinum blue 
é possível ver os núcleos das células e os detalhes de como elas se aderem aos filamentos da 
matriz polimérica (Figura 40, coluna C). 
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Costa-Lotufo e colaboradores demonstraram a ação citotóxica (hemólise) dose 
dependente de componentes diterpênicos (ácido caurenóico) extraídos da espécie Copaifera 
langsdorffii, em células de ratos e eritrócitos humanos (COSTA-LOTUFO et al., 2002). Este 
potencial citotóxico dose dependente também foi constatado por outros autores que utilizaram 
o óleo-resina de copaíba de outras espécies (BASILE et al., 1988; LIMA et al., 2000). 
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Figura 40:  Microscopia eletrônica de varredura das fibras de PLGA 50:50, 12.5% (m/m) com  
óleo-resina de copaíba. Fibroblastos de pulmão cultivados por 24 horas in vitro. A) amostra 
controle sem nenhum tipo de tratamento, B) amostra metalizada (sputtering com ouro), C) 
método de coloração por platina (platinum blue) (concentração de  5 mM).  
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Maistro e colaboradores (2005), além de analisarem o potencial citotóxico, também 
estudaram o potencial mutagênico no sangue periférico de ratos, mas não constataram nada.  
Há estudos que dizem que a reação citotóxica do óleo-resina está relacionada aos 
componentes ácidos presentes na sua composição (MAGRO FILHO et al., 1998). Alguns 
componentes do óleo identificados nessa pesquisa estavam na forma de ácidos ou óxidos. 
Veiga Jr. (2002) indica a preferência pelo uso farmacêutico de óleos-resina que contenham 
principalmente hidrocarbonetos puros, sem grupos funcionais, para o uso medicinal. 
As células cultivadas sobre os scaffolds com o óleo-resina de copaíba apresentaram 
aspecto apoptótico (núcleos arredondados), não se proliferaram como nos scaffolds sem o 
óleo-resina e tiveram pouca diferenciação (Figura 41 A). 
    
Figura 41: Imagens de Microscópio Óptico de fibroblastos cultivados sobre scaffolds de 
PLGA (50:50), A) com óleo-resina de copaíba, núcleos com aspecto apoptótico. 
Citotoxicidade do óleo-resina de copaíba; e B) sem óleo-resina de copaíba (Coloração com 
Picrosirius Red). 
 
Os fibroblastos são uma linhagem celular bastante heterogênea e dinâmica, e a sua 
população difere morfológica e fisiologicamente entre os tecidos humanos e mesmo dentro de 
um mesmo tecido (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005). Independente da incorporação ou 
não de uma substância ativa as matrizes, o maior tamanho de poro e a alta porosidade foram 
fatores importantes para a migração celular nos scaffolds. O diâmetro de um fibroblasto varia 
entre 10 e 40 µm e, é preciso considerar que são células que apresentam “pseudópodos” 
(prolongamentos) (HARLEY et al., 2007). Metcalfe (2007) e Keith Blackwood (2008) 
obtiveram migração e crescimento tridimensional de fibroblastos em fibras com diâmetros 
entre 2 e 3 µm. Com base nessas referências, nessa pequisa foram cultivados fibroblastos 
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sobre os scaffolds produzidos nas concentrações de 10% e  de 12,5% (m/m) de PLGA (50:50) 
(Figura 42).  
A porosidade está intimamente relacionada ao diâmetro das fibras, quanto maior os 
diâmetros, maiores os tamanhos de poro. A constatação de que o crescimento bidimensional 
ou tridimensional das células nas matrizes fibrosas ocorre em função do tamanho e 
distribuição de poros das fibras é interessante, pois muitos autores defendem o uso de 
estruturas fibrilares em escala nanométrica (diâmetros abaixo de 500 nm), justificando que 
estas estruturas além de apresentarem maior razão de aspecto superfície/volume para adesão e 
proliferação celular,  “mimetizam” as matrizes naturais de colágeno no organismo (LI et al., 
2002; THAPA et al., 2003; LI et al., 2005; VENUGOPAL et al., 2005; POPAT, 2011; 
WANG et al., 2013). Huang et al. (2007) fala em uma faixa de diâmetro para scaffolds de 
100-300 nm e Kumbar et al. (2008), especificando o tipo celular, propõe uma faixa de 350-
1100nm para a maior proliferação de fibroblastos em fibras.  
Os diâmetros entre 1,61 e 1,88 µm e tamanho de poros de 35 µm das fibras produzidas 
na concentração de 10% (m/m) do polímero, não possibilitaram a migração celular para o 
interior das matrizes, o crescimento ocorreu somente na superfície. Na Figura 42 observa-se 
que as células não conseguiram migrar através dos poros e para o interior dos scaffolds e, por 
falta de espaço, passaram a crescer umas sobre as outras, o que causou a contração do 
substrato e o aparecimento de estrias, ondas (Figura 42 A).  Esse processo simularia uma 
cicatrização fibrótica, por contração da ferida. Já as fibras com 12,5% (m/m) de PLGA, com 
maior tamanho de poro (59 µm) e diâmetros entre 2 e 3 µm, permitiram o crescimento e 
migração tridimensional dos fibroblastos (Figura 42, C e D) e, por isso, mostraram ser as 
estruturas mais adequadas à aplicação futura como substituto dérmico.  
Os resultados mostraram que mesmo trabalhando com matrizes fibrilares na escala 
micrométrica (microfibras), a razão superfície/volume permanece alta e suficiente para 
permitir a adesão, proliferação, migração e diferenciação celular. Sobre “mimetizar” a matriz 
colagênica nanométrica natural dos tecidos, é importante lembrar que os feixes de colágeno 
Tipo I passam da escala nanométrica quando atingem o maior grau de maturação e 
organização, ultrapassando o diâmetro de 1 µm. Além disso, no corpo são as próprias células 
(fibroblastos) embebidas na matriz extracelular (MEC) que produzem e depositam o colágeno 
da matriz, portanto, essas células já estão inseridas nesse contexto (microambiente) e não 
precisam migrar para dentro da matriz. Os scaffolds sintéticos que “mimetizam” a MEC 
natural precisam permitir a entrada dessas células. Portanto, “mimetizar” os tecidos naturais, 
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do ponto de vista da biomimética (BENYUS, 2005), não significa seguir a risca as dimensões 
dos componentes na natureza, mas nesse caso, apresentar larga faixa de distribuição de poros, 
alta porosidade, propriedades mecânicas efetivas e propriedades bioquímicas específicas. 
 
 
 
 
  
Figura 42: Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV). Fibroblastos de pele humana após 6 
dias de cultivo in vitro sobre scaffolds sem óleo-resina de copaíba.  A) e B)  PLGA na 
concentração de 10% (m/m), crescimento celular somente na superfície dos scaffolds (2D) e, 
C) e D) PLGA na concentração de 12,5% (m/m), crescimento celular tridimensional com as 
células migrando para o interior da matriz porosa. 
 
A alta razão superfície/volume, combinada a estrutura porosa das fibras, fornece 
espaço suficiente à acomodação, proliferação, migração e diferenciação celular, além de 
aumentar a eficiência no transporte de nutrientes e excreção de metabólitos entre a matriz da 
fibra e o ambiente externo (ZELTINGER et al., 2001). Em função dos resultados obtidos, a 
A B 
C D 
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concentração de 12,5% (m/m) foi selecionada para os ensaios subsequentes da pesquisa 
(METCALFE, 2007; BLACKWOOD et al., 2008).  
 
 
5.3.1.1. Hipótese da presença de Colágeno  
 
 
Confirmada a citocompatibilidade do biomaterial, com as células se aderindo, se 
proliferando e se diferenciando nos scaffolds sem a presença do óleo-resina de copaíba, novos 
paradigmas e questões surgiram, dentre eles, a hipótese de que as células cultivadas pudessem 
estar produzindo colágeno e, se estivessem, seria o primeiro passo para o desenvolvimento de 
um  substituto de tecido celular.  
Como discutido no capítulo 3, Item 3.2, existem substitutos de tecidos celulares e 
substitutos acelulares, os substitutos celulares,  antes de serem implantados no paciente, são 
pré-cultivados in vitro com as células de interesse e então implantados sobre a lesão do 
paciente. Os substitutos acelulares atuam como scaffolds e são diretamente implantados no 
paciente, sem passar pelo prévio cultivo in vitro. Os dois são arcabouços biomecânicos que 
aos poucos são absorvidos e assimilados pelo organismo até a reparação do tecido lesionado. 
Numa lesão grave o colágeno (principal componente da matriz extracelular) é totalmente 
perdido ou danificado, durante a cicatrização é imprescindível que uma nova matriz de 
colágeno se construa. Portanto, utilizar um substituto de tecido celular que já tenha uma “pré” 
matriz depositada pelas células cultivadas in vitro parece ser interessante, por isso da 
importância em saber se os fibroblastos cultivados in vitro estavam produzindo colágeno e em 
quanto tempo de cultivo esse colágeno era detectável.  
Com base nos primeiros resultados in vitro obtidos na pesquisa, observou-se que após 
6 dias de cultivo, além das células e de seus prolongamentos citoplasmáticos, havia uma 
grande quantidade de material extracelular depositado na forma de redes de fibrilas bastante 
delgadas, sugerindo ser colágeno (Figura 43). A partir dessas observações realizadas em 
microscópio eletrônico de varredura, a pesquisa caminhou no sentido de desvendar se as 
células cultivadas estavam ou não produzindo colágeno. 
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Figura 43: Micrografias da proliferação e diferenciação de fibroblastos de pulmão cultivados 
sobre os scaffolds de PLGA (50:50) 12,5% (m/m), após 6 dias de cultivo. Hipótese das 
fibrilas mais delgadas e brancas (no quadrante vermelho em maior quantidade) serem 
colágeno depositado pelas células cultivadas.  
 
5.3.2. Identificação do Colágeno: Ensaios In Vitro: Microscopia Óptica  
 
Na etapa de identificação do colágeno, a pesquisa teve a colaboração do Prof. 
Benecdito de Campos Vidal do Instituto de Biologia da UNICAMP e as investigações foram 
realizadas em microscopia óptica. Fibroblastos de linhagem primária da pele humana foram 
cultivados sobre os scaffolds de PLGA (50:50) 12,5% (m/m) e para controle foram feitas 
amostras de fibroblastos cultivados sobre lamínulas. Após 6 dias de cultivo in vitro, as 
amostras foram fixadas por 30 min em paraformaldeído a 4% e mantidas em água bidestilada. 
A parte dos ensaios in vitro foi realizada no Laboratório de Cultura de Células da Pele 
(LCCP) do Centro de Investigação em Pediatria (CIPED) da Faculdade de Ciências Médicas 
da Universidade Estadual de Campinas, sob a supervisão da Profa. Dr. Maria Beatriz Puzzi. 
Os métodos de coloração para identificação do colágeno foram realizado no Laboratório de 
Cromatina e Biopolímeros do Prof. Benecdito de Campos Vidal.   
Tradicionalmente,  usava-se o corante de van Gieson e as várias formas de tricromos, 
como o de Masson (ainda hoje usado), para detectar fibras de colágeno em cortes 
histológicos. No entanto, esses métodos por combinarem dois ou mais corantes aniônicos são 
pouco precisos e inespecíficos (se ligam a outros componentes, que não o colágeno), podendo 
   
B) A) C) 
		
 
113	
subestimar ou superestimar os resultados. Além disso, muitas vezes não detectam fibras mais 
delgadas e menores de colágeno (RICH & WHITTAKER, 2005). 
Para evitar resultados subestimados ou superestimados e conseguir corar inclusive as 
fibras delgadas de colágeno, o cientista Puchtler e colaboradores (1964), e mais tarde outros 
cientistas brasileiros propuseram usar o método de coloração por PicroSirius Red, 
dissolvendo o corante Sirius red F3BA (Color Index 35780) em solução saturada de ácido 
pícrico (PUCHTLER et al., 1973; JUNQUEIRA et al., 1979, VIDAL et al., 1982, RICH & 
WHITTAKER, 2005). Nessa pesquisa, além do método de coloração por PicroSirius Red, 
foram utilizados outros métodos propostos pelo Prof. Benecdito Vidal, dentre eles a 
impregnação das fibras de colágeno por nanopartículas de prata (VIDAL, 2001; 2002). 
O crescimento, a morfologia, a distribuição e a diferenciação celulares foram 
avaliados com as técnicas de coloração: azul de toluidina (AT), hematoxilina-eosina (HE), 
além da Prata e do Picrosirius. As amostras controle serviram de comparação para os 
resultados obtidos nos scaffolds (Figura 44).  
 
  Azul de Toluidina Hematoxilina-eosina Nanopartículas de Prata 
   
   
Figura 44: Imagens de microscopia óptica. Fibroblastos de linhagem primária após 6 dias de 
cultivo in vitro. A) primeira linha, amostras controle, B) segunda linha, células cultivadas 
sobre os scaffolds PLGA 12.5%(m/m) sem óleo-resina de copaíba.  
 
A 
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O azul de toluidina (AT) é um corante aniônico (pH=4 ou pH=5) que cora somente os 
núcleos e a cromatina. Essa técnica é interessante para avaliar a morfologia nuclear, o estado 
de condensação da cromatina e a distribuição das células no substrato de cultivo (lamínula e 
scaffolds). Como pode ser observado nas amostras controle, o comportamento celular está 
dentro do esperado,  com os fibroblastos se aderindo, se proliferando e se diferenciando 
(Figura 45). Nas regiões mais povoadas, por falta de espaço, há células em processo de morte 
celular (picnóticas) (Figura 45, A). 
                 
Figura 45: Imagens de microscopia óptica com luz transmitida de fibroblastos cultivados 
sobre lamínula (controle) e corados com AT (pH=5). Coram-se em azul mais claro os 
citoplasmas e prolongamentos celulares, e os núcleos, em azul mais escuro. A) região mais 
povoada por células (seta), com presença de alguns núcleos picnóticos, B) células em divisão 
(setas). Fonte: Imagens Prof. Vidal, IB/UNICAMP, Julho/2015.  
 
Nos scaffolds sem a presença do óleo-resina de copaíba também observou-se grande 
quantidade de células: aderidas, diferenciadas e notavelmente se proliferando, inclusive, como 
observado nas regiões mais povoadas das amostras controle, por falta de espaço, algumas 
células entram em morte celular, há núcleos picnóticos, pequenos, arredondados e com a 
cromatina bastante condensada (Figura 46 A). Nas regiões menos povoadas não há presença 
de núcleos picnóticos (Figura 47 B e C). Como as fibras do polímero não se coram com o 
corante AT, é possível ver os prolongamentos citoplasmáticos aderidos e “abraçando as fibras 
dos scaffolds (Figura 46 C). 
 
50 μm 100 μm 
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Figura 46: Imagens de microscopia óptica com luz transmitida. Fibroblastos cultivados sobre 
os scaffolds de PLGA sem óleo-resina de copaíba, após 6 dias de cultivo. A) região mais 
povoada com alguns núcleos picnóticos bastante condensados e arredondados (setas), B) e C) 
em azul observa-se os prolongamentos citoplasmáticos aderidos, como se “abraçassem” as 
fibras do material. Coloração AT (pH4). Fonte: Imagens Prof. Vidal, IB/UNICAMP, 
Julho/2015.  
 
 Os métodos de coloração por prata (VIDAL, 2002) e o Picrosirius Red (VIDAL et 
al., 1982, RICH & WHITTAKER, 2005) permitiram identificar a presença de colágeno no 
material. As nanopartículas de prata se depositam ordenadamente sobre os filamentos de 
colágeno, que se coram de marrom claro. Os corpos celulares junto com os prolongamentos 
citoplasmáticos também se coram com uma tonalidade marrom mais escura. Os resultados 
podem ser visualizados com clareza em microscopia óptica de luz.  
Nas duas imagens da Figura 47 observa-se grânulos no interior do citoplasma das 
células cultivadas, tanto da amostra controle (Figura 47 A), quanto do scaffold (Figura 47 B). 
Esse material extracelular depositado, assim como as células, também cora-se de marrom com 
a prata. Esses grânulos estão provavelmente localizados dentro do complexo de Golgi, o que 
evidencia a alta atividade metabólica das células e a produção de colágeno. No estágio final 
de formação do pró-colágeno dentro do complexo de Golgi, as cadeias sofrem modificações e 
então são excretadas para o meio extracelular (RICARD-BRUM, 2005; 2011).  
Os citoplasmas granulosos ficam ainda mais evidentes em microscópio óptico com luz 
polarizada. A partir da rotação do polarizador do microscópio e seleção do plano de focagem 
em profundidade avaliou-se as variações da imagem em secções de fragmentos do material. A 
birrefringência dos grânulos indica a presença de cadeias de pró-colágeno ainda em estágio de 
formação (VIDAL & MELLO, 2005; RIBEIRO et al., 2013). Fora do citoplasma das células 
observa-se a birrefringência e o brilho intenso de filamentos bastante delgados, indicando ser  
fibrilas de colágeno (figura 48 B). 
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Figura 47: Imagens de microscopia óptica com luz transmitida, amostras coloradas com prata. 
Fibroblastos após 6 dias de cultivo. Citoplasmas granulosos indicando alta atividade 
metabólica. A) Células cultivados sobre lamínula controle. Filamentos extracelulares bastante 
delgados (setas) indicam a presença de colágeno Tipo III. B) Fibroblastos corados em marrom 
escuro cultivados sobre o scaffold. Fonte: Imagens Prof.Vidal, IB/UNICAMP, Julho/2015.  
 
                  
Figura 48: Imagens de microscopia óptica, coloração com prata, A) luz transmitida; B) luz 
polarizada. Amostras controle (fibroblastos com 6 dias de cultivo). Nas duas imagens há 
granulações citoplasmáticas bem próximas aos núcleos, indicando intensa atividade 
metabólica das células. Na imagem B) os grânulos e filamentos delgados de colágeno são 
birrefringentes, brilham. Fonte: Imagem Prof. Vidal, IB/UNICAMP, Julho/2015. 
 
A birrefringência de filamentos delgados extracelulares também foi observada nos 
scaffolds. Descartou-se a possibilidade das próprias fibras poliméricas serem birrefringentes 
depois que análises microscópicas dos pélets de PLGA, da solução de PLGA e dos scaffolds 
foram feitas e em nenhuma delas foi constatada birrefringência. A hipótese que mais tarde se 
confirmou é de que as próprias células in vitro estavam produzindo o material birrefringente 
que se depositava sobre as fibras do polímero (Figura 49). Esse componente birrefringente 
20 μm 20 μm 
A) B) 
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com distribuição inespecífica e anexado a superfície das fibras é o colágeno ainda em estágio 
de empacotamento e agregação das suas cadeias (Figura 49).  
 
 
Figura 49: Imagens de microscopia óptica com luz polarizada. Fibroblastos após 6 dias de 
cultivo sobre os scaffolds de PLGA. Nas imagens A) e B) utilizou-se dois posicionamentos do 
polarizador rodando gradualmente a fase do microscópio de polarização, mantendo o campo 
de observação constante. A posição e a direção dos feixes em relação ao polarizador e 
analisador muda e o brilho aparece ou desaparece em alguns pontos da mesma região. C) e D) 
região da amostra mais povoada por células, há maior quantidade de material extracelular 
depositado e por isso o brilho é mais intenso. Fonte: Imagens Prof. Vidal, IB/UNICAMP, 
Julho/2015.  
Através da análise de imagem e compensação de birrefringência para detectar o 
colágeno nos scaffolds foi necessário rodar gradualmente a fase do microscópio de 
polarização, mantendo o campo de observação constante (Figura 49). Esta rotação é realizada 
para verificar se a variação do eixo ocorreu em relação ao polarizador e analisador e para 
compensar a birrefringência com a utilização do compensador Senarmont (VIDAL, 2003). As 
imagens A e B da figura 49 foram tiradas de regiões menos povoadas e mais periféricas da 
amostra, nota-se que o brilho da birrefringência nessa região é menos intenso. As imagens C e 
D foram tiradas de uma região mais central e mais povoada da mesma amostra. Devido a 
A) B) 
C) D) 
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maior quantidade de células, a quantidade de material extracelular depositado é maior 
(colágeno) e, por isso, o brilho da birrefringência também é mais intenso (amarelo intenso) 
(Figura 49). 
Com a prata foi possível identificar que em apenas 6 dias de cultivo as células já 
estavam depositando uma nova matriz de colágeno sobre a superfície dos scaffolds (Figura 
50). 
            
Figura 50: Imagem de microscopia de luz polarizada (técnica de coloração por nanopartículas 
de prata). Fibroblastos após 6 dias de cultivo sobre os scaffolds de PLGA sem a adição de 
óleo-resina de copaíba. Nas imagens há material birrefringente (regiões com brilho) indicando 
a presença de colágeno extracelular. Fonte: Imagem Prof. Vidal, IB/UNICAMP, Julho/2015.  
 Para confirmar os resultados obtidos com a prata, foi utilizada a técnica de coloração 
com picrosirius red que também cora o colágeno e em luz polarizada brilha (Figura 51). 
      
Figura 51: Imagem de microscopia de luz polarizada (técnica de coloração por picrosirius 
red). Fibroblastos após 6 dias de cultivo sobre os scaffolds de PLGA sem a adição de óleo-
resina de copaíba. Nas imagens há material birrefringente (regiões com brilho) indicando a 
presença de colágeno extracelular. 
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 Nos testes in vitro as fibrilas de colágeno foram observadas a partir do nível da 
superfície até planos mais profundos da rede tridimensional dos scaffold (3D). Alguns níveis 
de intensidade de brilho birrefringente foram revelados nas imagens, indicando a presença de 
colágeno no material (RIBEIRO et al., 2013). Em cortes histológicos, como será visto no 
Item seguinte, o brilho da birrefringência é muito mais intenso devido a maior quantidade de 
colágeno, ao nível de organização das cadeias e ao elevado grau de maturação do colágeno 
Entender quais são as razões para o comportamento das células nesses scaffolds pode 
ser tema de trabalho futuro. Vidal (1966) em um de seus estudos propõe um sistema de sinais 
que chama de feedback, para tentar explicar a função da ordem supramolecular do colágeno, 
que estaria relacionada com a troca de sinais entre o colágeno, as moléculas do meio 
extracelular, como ácidos proteoglicanos e outras proteínas estruturais não colagênicas e as 
células, que possibilitaria o tráfico biomecânico de metabólitos e outros eventos como a 
morfogênese e a remodelação de tecidos (VIDAL, 1966). Nessa pesquisa, observou-se por 
exemplo, que os fibroblastos adquirem formatos mais estrelares nos scaffolds e formatos mais 
fusiformes nas lamínulas controle, os “sinais“ trocados nos scaffolds são diferentes dos 
“sinais” da lamímula de vidro, o que interfe na distribuição, adesão, diferenciação e até no 
metabolismo celular. As características químicas da molécula do poli(ácido láctico-co-
glicólico) podem ter interferido na troca de sinais entre as células e o scaffold, mas, é mais 
provável que as propriedades físico-mecânicas da estrutura supramolecular da fibra 
polimérica tridimensional tenha influenciado mais.  
Estudos do comportamento celular em superfícies bidimensionais tem mostrado que o 
módulo do substrato interfere significativamente no comportamento das células, na 
biossíntese de DNA, na velocidade e direção da migração celular e nas forças de tração 
aplicadas (BENINGO & WANG, 2002; HARLEY et al., 2007). Esses estudos têm trazido 
dados interessantes para entender a interação da matrzi extracelular com as células.  
A organização molecular da matriz extracelular é um recurso de sinais para as células 
e a base ou a causa de características e propriedades especiais para as diferentes organizações 
supramoleculares, da derme ao osso (VIDAL, 1966; MCHALE M. 2013; BROWN & 
BADYLAK, 2014). Ferramentas estão sendo criadas para entender as interpelações entre 
scaffolds, tecidos naturais e moléculas. 
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5.3.3. Imunoensaios e Birrefringência – Corte Histológico de Orelha de Rato  
 
Cortes histológicos de orelha de rato são conhecidos por serem ricos em fibras de 
colágeno e apresentarem intenso brilho quando observados em microscopia de luz polarizada. 
Esses cortes serviram como modelo para comparação com a birrefringência encontrada 
posteriormente nos scaffolds e como controle para os testes com o anticorpo anti-Colágeno 
Tipo I. Foi a partir dos experimentos realizados nos cortes de orelha, que os parâmetros da 
imunocitoquímica foram fixados.  
Estudos com microscopia de polarização fornecem informações estruturais de alta 
qualidade sobre os tecidos. Uma rede 3D pode ser detectada com base em análise de imagem 
e compensação de birrefringência de fibras de colágeno e organização supramolecular.  Para 
detectar a orientação das fibras e dos feixes de colágeno nos cortes de orelha de rato foi 
necessário rodar gradualmente a fase do microscópio de polarização, mantendo o campo de 
observação constante (Figuras 52 e 53). Esta rotação foi realizada para verificar se a variação 
do eixo ocorreu em relação ao polarizador e analisador e para compensar a birrefringência 
com a utilização do compensador Senarmont (VIDAL, 2003; RIBEIRO et al., 2013). 
 
 
 
Figura 52: Microscopia óptica com luz polarizada de corte histológico de orelha de rato 
corado com Hematoxilina-Eosina (HE). Compensação de birrefringência. Observa-se a 
birrefringência dos feixes de colágeno Tipo I na região da derme (setas vermelhas), folículo 
piloso (seta amarela) (Imagem Prof. Vidal, IB/UNICAMP).   
 
Nos cortes de orelha de rato os feixes de colágeno aparecem com brilho intenso da 
birrefringência. Isso ocorre devido a anisotropia (ausência de simetria interna) da sua 
estrutura e arranjo hierarquizado dos agregados fibrilares que apresentam mais de um índice 
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de refração, um perpendicular ao feixe das fibras e outro paralelo, com comprimentos de onda 
diferentes. Esse arranjo hierarquizado dos agregados fibrilares pode observado no pericôndrio 
da Figura 53. 
        
Figura 53: Micrografias com luz polarizada. Compensação da birrefringência das fibras de 
colágeno em corte histológico de orelha de rato. Brilho intenso da birrefringência dos feixes 
de colágeno Tipo I na região da derme. Os feixes de colágeno formam “ondas”, típicas da 
estrutura supramolecular das suas cadeias. Pericôndrio com auto grau de empacotamento e 
organização molecular (setas) (Imagem Prof. Vidal, IB/UNICAMP). 
 
Sobre a Figura 52, a queratina dos pêlos dentro dos folículos pilosos também é 
birrefringente e por ser ácida cora-se em azul com hematoxilina, um corante básico (Figura 
52, seta amarela). Além da queratina, a hematoxilina cora todas as moléculas e regiões ácidas, 
o DNA nos núcleos, o RNA no citoplasma das células e o contorno dos condrócitos que 
apresenta na MEC bases nitrogenadas ácidas. Os condrócitos ocupam as cavidades não 
coradas da região cartilaginosa central do corte. Na região adjacente a cartilagem, no 
pericôndrio observa-se feixes de colágeno bem organizados, seguidos do tecido conjuntivo 
com glândulas sebáceas em grande quantidade, ainda mais visíveis na extremidade externa do 
corte. Um pouco acima desta região, há mais feixes de colágeno Tipo I com estrutura 
hierarquizada, que ajudam a sustentar os tecidos e os folículos pilosos. 
Após imunoensaio o colágeno Tipo I cora-se em marrom intenso (Figura 54 A). 
Apesar do colágeno Tipo I ter sido identificado nos cortes histológicos de orelha de rato, o 
aquecimento a 90°C para a desparafinização das lâminas degenerou alguns feixes de 
colágeno. Essa degeneração pode ser claramente observada na comparação entre as imagens 
A e B da Figura 54, a amostra B não passou pelo tratamento imuno-histoquímico.					
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Figura 54: Microscopia óptica de corte histológico de orelha de rato. A) Corte após 
imunoensaio para identificação do colágeno Tipo I (marcado em marrom intenso). Fibras 
degeneradas em função da elevada temperatura (90°C) utilizada para desparafinização das 
lâminas (setas), B) Corte corado com HE, fibras de colágeno intactas. Fonte: Imagem Prof. 
Vidal, IB/UNICAMP. 
 
5.3.3.1. Imunocitoquímica - Identificação de colágeno nos scaffolds 
 
 
A análise e identificação das fibras de colágeno na matriz extracelular dos cortes 
histológicos da orelha de rato serviu como etapa prévia à identificação do colágeno nos 
scaffolds. Como as amostras dos scaffolds não são parafinizadas, o estágio da temperatura 
elevada que degenerou os cortes não precisou ser usado. 
 
Figura 55: Fotomicrografia de fibroblastos cultivados por 6 dias sobre lamínula (amostra 
controle). Ensaio imunocitoquímico para Colágeno Tipo I marcado em marrom.  
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Foram realizados ensaios imunocitoquímicos para identificação dos colágenos Tipo I 
e Tipo III nos scaffolds e lamínulas cultivadas somente com fibroblastos serviram como 
controle (Figura 55). O material foi contracorado com hematoxilina de Harris para 
identificação dos corpos celulares e  diferenciação do colágeno marcado em marrom. 
Esse é um método essencialmente qualitativo e seu objetivo foi a localização 
topográfica do antígeno marcado no material. Anticorpos anti colágeno I e III ligam-se 
especificamente aos seus respectivos alvos e a visualização dessa interação antígeno-
anticorpo é obtida pela conjugação do anticorpo a enzima peroxidase, que catalisa uma 
reação, produzindo cor amarronzada. Na Figura 56, o marrom da amostra que identificou o 
Colágeno Tipo I é expressivamente mais intenso do que o marrom da amostra para colágeno 
Tipo III, o que, qualitativamente, permite-nos dizer que há maior densidade de colágeno Tipo 
I, que Tipo III nos scaffolds, embora os dois tenham sido identificados pelos marcadores com 
apenas 6 dias de cultivo in vitro (Figura 56). 
 
Figura 56: Fotomicrografia de fibroblastos cultivados por 6 dias, A) sobre lamínula (amostra 
controle), B) sobre os scaffolds de PLGA sem a adição de óleo de copaíba.  Imunocitoquímica 
para Colágeno Tipo I  marcado em marrom. 
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O fato das células terem demonstrado além da afinidade para proliferação no material, 
a deposição de uma nova matriz colágena em poucos dias de cultivo in vitro, faz dele um 
potencial equivalente dérmico. 
Nos scaffolds incorporados com óleo-resina de copaíba, como já se esperava, não foi 
encontrado colágeno. Como discutido no Item 5.3.1, o óleo apresentou citotoxicidade nos 
ensaios in vitro. Na Figura 57, nota-se que as células têm aparência picnótica, núcleos 
diminutos e arredondados, além de um número pequeno de células por unidade de área com 
pouca diferenciação (não se vê os prolongamentos citoplasmáticos) (Figura 57): 
                                    
Figura 57: Fotomicrografia de fibroblastos cultivados por 6 dias sobre scaffold de PLGA com 
óleo-resina de copaíba. Imunocitoquímica para Colágeno Tipo I. Células picnóticas, com 
núcleos arredondados e pequenos. 
 
Dado o aspecto inovador do material desenvolvido e ao ambiente interdisciplinar onde 
a pesquisa está inserida, ao longo do processo experimental alguns caminhos e metodologias 
tiveram que ser adaptadas e até criadas, como no caso das técnicas de imunocitoquímica sobre 
as matrizes fibrosas, para identificação do colágeno e, também, dos métodos de contraste e 
coloração para o estudo da morfologia das células e das estruturas, utilizando microscopia 
óptica e eletrônica. Além disso, trabalhar com um óleo natural, como o de copaíba, não foi tão 
fácil, já que a sua composição, além de variar de espécie para espécie, varia sazonalmente. 
Também, tivemos problemas de contaminação quando o óleo foi comprado de outros 
fornecedores, que não da empresa WNF: World's Natural Fragrancies. 
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 5.4. Resultados dos Ensaios In Vivo  
 
Com base nos resultados obtidos nos ensaios in vitro, foi provada a 
citocompatibilidade dos scaffolds sem a presença do óleo-resina de copaíba e após 6 dias de 
cultivo identificou-se a presença dos colágenos Tipo I e Tipo III nessas matrizes. Na presença 
do óleo-resina de copaíba houve reação citotóxica com pouca proliferação celular, menor 
diferenciação e a presença de muitos núcleos com aspecto apoptótico (morte celular 
programada).  
O modelo ideal para se estudar a ação dos scaffolds seria em humanos, no entanto há 
exigências e padrões exigidos pelos Comitês de Ética, por isso, optou-se por utilizar o modelo 
de implante em rato, um animal de fácil aquisição, transporte, manipulação e 
condicionamento, além de ser o mais utilizado nos estudos encontrados na literatura  
(BADYLAK et al., 2011), também o mais utilizado em estudos de birrefringência do 
colágeno (CUNHA, 2001). 
Por mais que a proposta da pesquisa tenha sido a de desenvolver um substituto 
dérmico, não foram realizados implantes cutâneos. De acordo com alguns estudos, modelos 
de implantes subcutâneos (JAYANTHI & RAO, 1990; VANDEVORD et al., 2002) e 
intramusculares (BUCHEN et al., 2001; GOSAIN et al., 2004), são os mais apropriados para 
a investigação da resposta do hospedeiro aos biomateriais de longo prazo e de curto prazo. As 
regiões subcutânea e intramuscular  são altamente vascularizadas permitindo rápida resposta 
do hospedeiro para o estudo da degradação, bioquímicos, remodelação tecidual e 
funcionalização. Os modelos subcutâneos ficam sujeitos a fatores externos que podem 
subestimar ou superestimar os resultados.  
Além do local mais adequado ao implante, foi importante também considerar o 
tamanho dos scaffolds implantados. A reação do hospedeiro ao material implantado pode ser 
provocada pelo próprio material ou por substâncias que ele contem provenientes do processo 
de fabrico (BADYLAK & GILBERT, 2008), por exemplo, os solventes usados na 
formulação. Nessa pesquisa, os scaffolds foram mantidos overnight em estufa a vácuo para 
retirada completa dos solventes.  
Um material quimicamente puro, não biodegradável e não biorreabsorvível, tem mais 
chances de ser inerte e não afetar acentuadamente o ambiente circundante do tecido do 
hospedeiro, que um material biodegradável e biorreabsorvível, como os scaffolds de PLGA, 
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que liberam subprodutos da degradação e provavelmente influenciarão na resposta do tecido 
circundante. As dimensões do material irão, em parte, contribuir para a resposta do 
hospedeiro. Se o dispositivo for muito pequeno, a assimilação pode ser tão rápida que o tecido 
circundante não terá tempo para responder ao implante de maneira fiel. Do mesmo modo, se o 
implante for muito grande, pode causar irritação dos tecidos circundantes e promover uma 
resposta inflamatória aumentada que não será representativa da resposta do hospedeiro ao 
biomaterial, mas sim, consequência da estimulação mecânica. Estudos observaram que 
implantes grandes demais podem ter efeitos carcinogênicos (BISCHOFF & BRYSON, 1964). 
Para as análises dos efeitos da biocompatibilidade dos scaffolds de PLGA utilizou-se o 
material nas dimensões de 1 cm x 1 cm, tamanho adequado para o modelo animal em questão.  
Os ensaios in vivo foram realizados na Faculdade de Medicina da UNIFESP com a 
colaboração do Prof. Ivan Hong Jun Koh e do discente Rodrigo Barbosa. Foi feita uma 
avaliação sistemática e qualitativa da resposta do hospedeiro aos implantes, com análises 
microscópicas da interface tecido do rato/scaffolds via cortes histológicos. As análises 
histomorfológicas revelaram, (a) a taxa de degradação do biomaterial, (b) a presença e 
distribuição espacial da infiltração de célula hospedeira, (c) a presença ou ausência de células 
gigantes de corpo estranho e encapsulação fibrosa, (d) vascularização do tecido remodelado, 
(e) crescimento interno do músculo; e (f) grau de organização do tecido de substituição.  
A resposta ao corpo estranho, incluindo cicatrizes, encapsulação fibrosa, e rejeição 
potencial de dispositivos médicos implantados no corpo humano é um problema clínico grave 
e de longa data. Não existem terapias amplamente aceitáveis ou seguras para melhorar essas 
respostas. Complicações clínicas decorrentes da resposta incluem a desfiguração de implantes 
e perda da função de dispositivos. Implantes celularizados estão sujeitos a resposta ao corpo 
estranho. Estratégias para tentar alterar ou melhorar a resposta inflamatória aguda e/ou 
crônica do hospedeiro envolvem o conhecimento de múltiplas áreas e princípios fundamentais 
da engenharia de materiais, da tecnologia, da medicina e da biologia celular e molecular.  
 
5.4.1. Análise histopatológica dos implantes 
 
Os ensaios histopatológicos foram importantes para: (1)  verificar se houve atividade 
terapêutica do óleo-resina de copaíba incorporado aos scaffolds, (2) observar a regeneração 
tecidual em dois locais distintos, quanto a constituição celular e matricial e ao processo de 
reparo, intramuscular e subcutâneo, e (3) avaliar o processo de cicatrização, após 7, 28 e 90 
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dias da cirurgia.  
Sendo assim, o material coletado, após 7 dias da cirurgia, não apresentou resposta 
inflamatória inicial aguda do hospedeiro, pelo contrário, foi observada a formação de 
neotecido na interface com os implantes, a deposição de uma camada de fibrócitos (Figura 58 
C e E) e o início da migração de fibroblastos na para o interior da estrutura fibrosa dos 
implantes. Esse primeira resposta não ocorreria se houvesse qualquer reação inflamatória. 
Nos implantes foi detectada a presença de alguns polimorfonucleares (eosinófilos e 
neutrófilos) e macrófagos, que se fundiram para formar células gigantes multinucleadas 
(Figura 58 C e F); essas células desapareceram no ponto de investigação de 28 dias. Essas 
características foram observadas nos dois scaffolds, tanto com o óleo-resina de copaíba, 
quanto sem a presença do óleo. A única característica notadamente diferentes, é que nos 
cortes com óleo-resina de copaíba, fica clara a maior angiogênese, tanto na periferia dos 
scaffolds, quanto internamente a eles (Figura 58 A e B). 
A maior formação de neovasos utilizando copaíba, foi também observada por 
Carvalho e colaboradores (2005), que avaliaram a atividade analgésica e cicatrizante da 
espécie Copaifera duckei em excisões feitas em ratos. Observaram que por análises 
macroscópicas houve aumento no diâmetro da crosta das feridas, perda de pêlo e presença de 
escaras em torno das lesões, mas, com a posterior análise microscópica concluíram que essas 
reações foram benéficas ao processo de cicatrização, pois houve abundante presença de tecido 
de granulação e maior quantidade de vasos sanguíneos (CARVALHO et al., 2005).  
Portanto, a primeira fase da cicatrização, chamada de fase inflamatória, observada com 
7 dias da cirurgia, caracterizada-se pelo aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia das 
células da circulação para o interior da ferida e liberação local de citocinas e de fatores de 
crescimento, e é essencial para o processo cicatricial (ANDERSON, 2001).  
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Figura 58: Microscopia óptica com coloração HE de implantes subcutâneos coletados após 7 
dias da cirurgia. Os scaffolds com óleo-resina de copaíba apresentaram maior angiogênese 
evidenciada na região superior imagem A) e pelas setas amarelas. As setas azuis apontam 
para polimorfonucleares (eosinófilos, neutrófilos) e macrófagos (células gigantes 
multinucleadas) encontrados nos dois scaffolds nessa primeira fase da cicatrização (C e F). Há 
formação de neotecido apontada pelos quadrantes pretos (fibrócitos e fibroblastos).  
 
Com 28 dias não foram observados mais macrófagos, nem células gigantes de corpo 
estranho, também não ocorreu necrose, calcificação, tumorogênese ou qualquer tipo de 
infecção. O material além de ser biocompatível, se biointegrou ao tecido do hospedeiro. Na 
Figura 59 (A e D), fica claro o processo de biointegração entre os scaffolds e o tecido do 
animal, já que há intensa infiltração celular e formação de neotecido. Observa-se que a 
infiltração celular não é uniforme, ela ocorre mais em algumas regiões dos scaffolds do que 
em outras, há duas hipóteses para isso, 1) as estruturas poliméricas não são uniformes, há 
 
Com óleo-resina Sem óleo-resina 
C) F
) 
E) B) 
A) D) 
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regiões com maior tamanho de poros do que outras, ou 2) há uma dinâmica que se estabelece 
à medida que as células trocam sinais, crescem e migram para as regiões onde há espaço e 
mais nutrientes.  
 
Figura 59: Microscopia óptica com coloração HE de implantes subcutâneos coletados após 28 
dias da cirurgia. Cortes histológicos da interface material/tecido do hospedeiro. A e D) 
Observa-se a infiltração do tecido do animal na estrutura porosa dos scaffolds. C) nos 
scaffolds com óleo-resina de copaíba há maior angiogênese (formação de neovasos).  
 
Com esses resultados, fica clara a importância das estrutura porosa das matrizes 
fibrosas, que, além de permitir a migração celular e de nutrientes, possibilita a troca de fluidos 
e de sinais.  Além disso, como observado no ponto de 7 dias após os implantes, com 28 dias, 
também foi observada intensa formação de neovasos, inclusive internamente à aos scaffolds, 
e, principalmente, nos scaffolds incorporados com o óleo-resina de copaíba (Figura 59 C). 
Com óleo-resina Sem óleo-resina 
A) 
B) 
C) 
D) 
E) 
F) 
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Promover a angiogênese em biomateriais é um dos maiores desafios da medicina regenerativa 
e da engenharia de tecidos. 
Levando em conta que as diferenças mais claras de resposta do hospedeiro são  
detectadas entre os 7 e 14 dias e que, caso houvesse encapsulamento do implante, por resposta 
ao corpo estranho, ele apareceria no intervalo de 2 semanas, com a nítida formação de uma 
camada fibrosa em torno do implante (BADYLAK & GILBERT, 2008); com 28 dias, não 
houve qualquer tipo de encapsulamento dos scaffolds ou resposta inflamatória crônica. 
Jeyanthi e seu colega Rao (1990) demonstraram resposta inflamatória crônica com o 
encapsulamento de um hidrogel de copolímero de colágeno e 2-hidroxietil metacrilato 
p(HEMA) implantado na região subcutânea do dorso de ratos, as micrografias do trabalho 
mostram a nítida formação de uma camada fibrosa em torno do implante.  
O picrosirius red, um corante azo (N=N) ácido de cadeia longa com peso molecular de 
1372 foi usado para avaliar o colágeno durante o processo de reparo tecidual dos implantes 
(Figura 60 e 61). Esse corante possui seis grupos sulfônicos que interagem com as moléculas 
de colágeno Tipo I e Tipo III corando-os nas tonalidades róseo-avermelhadas e verdes, 
respectivamente. As estruturas coradas podem ser visualizadas em microscopia de polarização 
com variações na intensidade do brilho (birrefringência). O colágeno tipo I têm uma estrutura 
supramolecular mais espessa e mais longa, com mais alto grau de empacotamento, em 
microscópio de polarização apresenta brilho intenso, com cor amarelada a avermelhada 
(Figura 60 B). O colágeno Tipo III é visualizado com menor birrefringência na cor azul-
esverdeada, sua estrutura tem menor grau de empacotamento, as fibras ficam dispersas na 
matriz extracelular e são também chamadas de fibras reticulares, são mais finas, maleáveis e 
curtas (Figura 60 A) (JUNQUEIRA, 1991; MONTES, 1996).  
Há autores que consideram os colágenos Tipo I e Tipo III estruturas idênticas, 
diferenciadas somente pelo grau de empacotamento, orientação das suas cadeias e diâmetro 
das fibras; dizem que o colágeno Tipo III, quando aumenta o seu grau de organização e 
empacotamento, pode vir a formar o colágeno Tipo I (KEENE et al., 1987; MONTES, 1996). 
Outros estudos histológicos e anatômicos de artérias, músculo frouxo, pele e nervos mostram 
que os dois tipos de colágeno ocorrem em compartimentos distintos, o que os distingue entre 
si (JUNQUEIRA et al., 1982).   
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Figura 60: Microscopia óptica com luz polarizada de implantes com óleo-resina de copaíba, 
subcutâneo (A) e intramuscular (B e C) corados com picrosirius red após 28 dias da cirurgia. 
Cortes histológicos da interface material/tecido do hospedeiro. O colágeno Tipo I está 
presente nos três cortes (A, B e C), têm brilho intenso com birrefringência amarelada a 
avermelhada; há colágeno Tipo III no corte A e em menor quantidade no corte C, dentro do 
scaffolds (seta). 
 
Desde o sétimo dia da cirurgia havia colágeno Tipo I e Tipo III depositado em toda 
periferia dos implantes. Com 28 dias, junto com o infiltrado celular, neovasos e neotecido 
depositado, haviam fibrilas de colágeno, algumas com menor, outras, com maior grau de 
empacotamento, que se biointegraram a estrutura porosa dos scaffolds (Figura 61). Não foram 
observadas diferenças significativas quanto a deposição de colágeno, entre os implantes com 
óleo-resina e sem o óleo-resina de copaíba, o colágeno precisaria ser quantificado. Na Figura 
61, a coloração rósea-avermelhada do picrosirius red pode ser observada em ambos  os 
scaffolds. 
Nas imagens das Figuras 60 e 61 nota-se que algumas fibras de colágeno infiltradas na 
estrutura dos scaffolds coraram-se com o picrosirius red, mas não apresentam brilho 
(birrefringência). Dois fatores podem influenciar na intensidade do brilho da birrefringência 
do colágeno, primeiro, a espessura do corte histológico (VIDAL, 1982; MONTES & 
JUNQUEIRA, 1991), quanto maior a massa (bulk), maior será o retardo da luz que a 
atravessa, fazendo com que o brilho da birrefringência torne-se mais intenso, e segundo, o 
estado de organização e grau de empacotamento das cadeiais de colágeno (VIDAL, 1986; 
JUNQUEIRA et al., 1982). No caso específico desse trabalho, como todos os cortes tem a 
mesma espessura, o que influenciou na birrefringência foi o grau de maturação e 
empacotamento das cadeias de colágeno. As cadeiais mais novas estão em estágio inicial de 
agregação e organização, por isso não apresentam birrefringência, já as cadeiais na periferia 
A) B) C) 
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dos implantes, como são mais antigas, apresentam intensa birrefringência, provavelmente já 
faziam parte do tecido do animal antes do implante (Figura 60 B).   
 
            
Figura 61: Microscopia com luz polarizada de implantes intramusculares corados com 
picrosirius red, após 28 dias da cirurgia. Na primeira coluna, scaffolds com óleo-resina de 
copaíba e na segunda coluna, scaffolds sem óleo-resina de copaíba. O colágeno cora-se com 
tonalidades róseo-avermelhadas (setas pretas). As estruturas brilhantes, birrefringentes, 
correspondem aos feixes de colágeno Tipo I com alto grau de empacotamento. Há fibras de 
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colágeno neoformadas que infiltraram na estrutura porosa dos scaffolds e não apresentam 
birrefringência porque ainda estão em fase de agregação e orientação. 
Figura 62: Microscopia com luz polarizada. Cortes histológicos de implantes intramusculares 
corados com Picrosirius red após 90 dias da cirurgia. Na primeira coluna, scaffolds com óleo-
resina de copaíba e na segunda coluna, scaffolds sem óleo-resina de copaíba. Após 90 dias 
o material foi totalmente degradado pelo organismo, houve remodelação do tecido muscular 
na região dos implantes e nas tonalidades róseo-avermelhadas observa-se o brilho da 
birrefringência dos feixes de colágeno Tipo I com maior grau de empacotamento.  
 
O colágeno quando passa ao meio extracelular ainda está na forma de tropocolágeno 
(RICARD-BLUM, 2011) que não tem a organização supramolecular birrefringente do 
colágeno maduro. Portanto, o colágeno encontrado nos ensaios in vitro (Figura 51) e no 
interior dos implantes in vivo coraram-se com a prata e com o picrosirius red, mas por ainda 
não apresentarem alto grau de maturação e organização, foi detectada pouca ou nenhuma 
birrefringência.  
Os scaffolds de PLGA, no organismo se degradam por hidrólise liberando ácido 
láctico e ácido glicólico, que por sua vez são assimilados ou excretados na urina. Após 90 
Com óleo-resina- 90 DIAS Sem óleo-resina – 90 DIAS 
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dias da cirurgia os implantes de PLGA tinham sido totalmente bioreabsorvidos pelos animais 
e observou-se que na região dos implantes, tanto dos scaffolds com óleo-resina, quanto dos 
scaffolds sem o óleo houve remodelação do tecido muscular e formação de fibras de colágeno 
Tipo I com alto grau de empacotamento (brilho intenso da birrefringência) (Figura 62).  
Além da liberação do ácido láctico via degradação dos implantes, há também a 
liberação natural de ácido láctico via processo cicatricial. Nas regiões onde os vasos se 
rompem formam-se trombos e o suprimento de oxigênio fica comprometido, o influxo de 
neutrófilos e macrófagos ativados para esta região aumenta a demanda por oxigênio com 
conseqüente elevação das concentrações de ácido láctico e queda do pH. Esta combinação de 
hipóxia, pH baixo e alta concentração de ácido láctico, ativam os macrófagos para a produção 
de fatores de crescimento (MARTIN & LEIBOVICH, 2005). Portanto, se a taxa de 
degradação dos scaffolds fosse muito elevada, esperar-se-ia uma resposta inflamatória mais 
intensa do que a encontrada nos primeiros 7 dias dos implantes. Como a resposta celular 
adversa é dependente da quantidade de produtos de degradação e da taxa local de troca de 
fluido, a troca de fluidos não foi prejudicada pela atmosfera porosa dos scaffolds (CHANG et 
al., 2011; PAN & DING, 2012). Sendo assim, degradação dos scaffolds com a liberação de 
ácido láctico não influenciou negativamente no processo cicatricial. A quantificação do ácido 
láctico pode ser avaliada em trabalho futuro.   
 
 
5.5. Observações Finais 
 
 
A possibilidade de repetição e reprodução dos ensaios in vitro permitiram que na 
pesquisa os métodos empregados fossem adaptados e padronizados quando necessário, além 
de terem sido importantes na coleta de informações, trazendo, muitas vezes, constatações 
importantes para tomada de decisões futuras. Por outro lado, os ensaios in vitro, não simulam 
as respostas teciduais e imunológicas de um organismo, por estar contido dentro de um poço 
de cultura, o sistema é fechado, e por mais que o meio de cultura seja trocado a cada 24 ou 48 
horas, ele não simula o sistema dinâmico de um organism. Por isso, a atividade terapêutica do 
óleo-resina de copaiba só pôde ser constatata em modelo animal.  
Ficou claro nesse trabalho que a matriz extracelular depende das células, assim como 
as células dependem da matriz extracelular para desempenhar as suas funções, é uma via de 
mão dupla e uma relação de interdependência importante. A constatação da importância da 
matriz extracelular para além da função mecânica, agindo também na sinalização físico-
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química e biológica no processo de cicatrização, fez com as iniciativas para se devenvolver 
scaffolds dérmicos acelulares e celulares, e curativos (dressings) tópicos crescessem muito 
nos últimos anos. 
Tradicionalmente para se estudar as células e os tecidos in vitro as culturas celulares 
são conduzidas em substratos plásticos planos com superfície bidimensional, os quais passam 
longe de capturar a complexidade que há no modelo in vivo. No modelo desenvolvido, as 
células puderam migrar para o interior da estrutura porosa dos scaffolds,  o que possibilitou o 
crescimento tridimensional, a diferenciação celular e a organização do tecido na estrutura.  
Essa habilidade de se transferir o crescimento celular para um substrato tridimensional, é por 
si um resultado interessante, em busca de mimetizar o tecido natural.  
Há três anos entrou em rigor no Brasil a Lei do Conselho Nacional de Controle de 
Experimentação Animal (Concea) que obriga fabricantes de cosméticos e laboratórios 
farmacêuticos a adotarem métodos alternativos ao uso de animais para o teste de produtos. O 
scaffold desenvolvido poderá servir como alternativa, ou como um auxiliar a esses testes, pois 
de certa forma “mimetiza” a estrutura porosa da matriz extracelular do tecido humano.   
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6. CONCLUSÕES E SUGESTÕES 
 
6.1. Conclusões 
Matrizes fibrosas aleatoriamente depositadas (não-tecidos) foram produzidas com 
sucesso pela tácnica de eletrofiação. Alguns ajustes no processo ainda devem ser feitos para 
melhorar o desempenho e reprodutibilidade do material desenvolvido. 
Objetivando produzir matrizes porosas tridimensionais, as microfibras na 
concentração de 12,5% (m/m) de PLGA (50:50) com diâmetros entre 3 ± 2 µm e média de 
tamanho de poros de 58.62 µm, possibilitaram a proliferação e migração celular 
tridimensional. 
Por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa foi possível identificar 
os principais componentes do óleo-resina de copaíba incorporado aos scaffolds.  
Os ensaios in vitro na presença do óleo-resina de copaíba apresentaram resultados 
diferentes dos observados nos ensaios in vivo. In vitro houve reação citotóxica do óleo-resina, 
o que não ocorreu nos scaffolds sem o óleo-resina de copaíba, que serviram de suporte poroso 
para adesão, proliferação e diferenciação celular. As análises qualitativas e comparativas 
permitem aferir a citocompatibilidade do biomaterial sem o óleo-resina de copaíba. 
Já nos primeiros dias de cultivo in vitro (6 dias) foi constatada a presença de colágeno 
produzido pelos fibroblastos, o que torna o material um potencial substituto celular de tecidos. 
Nos ensaios in vivo, não houve reação tóxica do óleo-resina de copaíba, além disso, os 
scaffolds com óleo-resina, mais do que os scaffolds sem o óleo-resina, estimularam a 
formação de neovasos . Promover a angiogênese em biomateriais é um dos maiores desafios 
da medicina regenerativa e da engenharia de tecidos, e esses scaffolds além de terem 
estimulado a formação de neotecido, estimularam a formação de neovasos internamente aos 
implantes.  
A partir do 28° dia de observação in vivo não foram notadas diferenças significativas 
entre os implantes com óleo-resina e sem o óleo-resina de copaíba, ambos demonstraram ser 
biocompatíveis e se biointegraram aos tecidos subcutâneo e intramuscular dos animais. Foi 
observada infiltração celular e formação de neotecido desde o 7° dia dos implantes e com o 
picrosirius red foi possível detectar a deposição de uma nova matriz de colágeno 
internamente a estrutura porosa dos scaffolds.  
Após 90 dias da cirurgia, os implantes de PLGA foram totalmente bioreabsorvidos 
pelo organismo dos animais e o tecido remodelado na região dos implantes. A total 
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assimilação do biomaterial após 90 dias ocorreu graças ao uso do copolímero na proporção 
50:50, é possível que nas proporções com maior quantidade de ácido láctico ele permanecesse 
na região dos implantes.  
As fibras de PLGA (50:50) produzidas a partir de polímero biocompatível e 
biorreabsorvível mostraram significante potencial para aplicação como biomaterial na cultura 
de células (in vitro) e como scaffold na regeneração de tecidos (in vivo). 
Conclui-se, que mais do que a adição de uma substância bioativa com propriedades 
terapêuticas, como a do óleo-resina de copaíba, o que realmente foi determinante para os 
resultados obtidos nessa pesquisa, foi a estrutura porosa dos scaffolds, que permitiu o 
crescimento e proliferação celular tridimensional, a troca de sinais e fluidos no ambiente in 
vivo e a deposição de uma nova matriz colagênica.    
O resultado mais significativo (ou relevante) desse trabalho constituiu-se no 
desenvolvimento de uma metodologia experimental  interdisciplinary para a criação de um 
scaffold, desde a caracterização da estrutura até o estudo da sua atividade in 
vitro,  finalizando com a investigação das suas respostas in vivo. 
 
6.2. Sugestões para Trabalhos Futuros  
 
ü Em projeto futuro, propomos ampliar as possibilidades de aplicação desse biomaterial para 
outros tecidos e órgãos;  
ü Na pesquisa foram usados métodos essencialmente qualitativos e comparativos com o 
objetivo de verificar a performance desses scaffolds nos ambientes in vitro e in vivo. Sugere-
se que em trabalhos futuros sejam feitas avaliações quantitativas. 
ü Realizar implantes celulares e utilizar marcadores como a luciferase para verificar a atividade 
e a permanência dessas células após os implantes. Verificar se há sinergia e estímulo à 
regeneração; 
ü Diversificação da malha ou da disposição dos filamentos coletados no equipamento de 
eletrofiação, adaptando um coletor giratório que produza fibras alinhadas; 
ü Realização de testes quantitativos sobre a atividade terapêutica do óleo-resina de copaíba; 
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ü A tensão da pele decresce com a idade e marcas resultantes de flacidez, do envelhecimento 
estarão evidentes (GIBSON, 1977; ORIÁ et al., 2003). As células utilizadas nos testes in vitro 
foram coletadas de pacientes idosos. Seria interessante fazer um estudo sobre a influência da 
idade na produção do colágeno in vitro;  
ü Além dos implantes subcutâneos e intramusculares, seria interessante avaliar a resposta do 
material em implantes cutâneos; 
ü Analisar a viabilidade da realização dos testes clínicos em humanos. 
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